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Recenzja rozprawy doktorskiej Sabina Monika Galiniak

Tematem przedstawionej do recenz;ji rozprawy doktorskiej mgr Sabina Monika Galiniak
fest: , Modyfikacje glikacji biatek przez stres oksydacyjny i antyoksydanty”. Promotor pracy:
prof. dr hab. Mirostaw Soszynski Katedra Biofizyki Molekularnej, Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego.

1) Ocena merytoryczna
a) trafnosc¢ podjetej tematyki i jej oryginalnodc,

Glikacja jest nieenzymatycznych procesem modyfikacji biatek. Dotaczenie grup tukrowych
do biatek prowadzi zwykle do modyfikacji ich wtasnosci fizyko-chemiczny, stabilnoéci, zdolnos¢
do agregacji, powinowactwa do innych biatek lub lekow, oraz wptywa na ich aktywnoéé
biologiczng. Ten wieloetapowy oraz wielokierunkowy proces odbywa sie przy udziale
reaktywnych form tlenu, co okreédlane jest mianem glikooksydacji i prowadzi do powstania
korncowych produktéow nieenzymatycznej glikozylacji biatek (ang. Advanced Glycation End
Products, AGEs). Wiele badan wskazuje, ze zmiany ilosciowe jak i jakoéciowe w AGEs, towarzysza
procesowi starzenia sie oraz przyczyniaja sie do rozwoju szeregu choréb, takich jak: cukrzyca,
miazdzyca, przewlektej niewydolnosci nerek, czy tez chordb o podiozy neurodegeneracyjnym.
Wrcigz jednak niewiele wiadomo zaréwno o samym procesie glikacji jak i glikooksydacji,
oraz o mechanizmach aktywowanych przez tak zmodyfikowane biatka. Uwazam, wiec,
ze rozprawa doktorska mgr Sabina Galiniak $wietnie wpisuje si¢ w nurt Swiatowych badan,
gdyz dokumentuje zmiany w iloéci glikozylowanych biatek oraz parametréw szoku oksydacyjnego
w jednostkach chorobowych o duiym znaczeniu klinicznym, jak i spotecznym (stwardnienie
rozsiane i mukowiscydoza).

Rozprawa doktorska mgr Sabina Galiniak zostata przygotowana zgodnie z nowym trybem
{zgodnie z Rozporzadzeniem MNISW z dnia 22 wrzeénia 2011 r., bedacym nowelizacja art. 13 ust.
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1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki). Do rozprawy wiaczono 3 prace oryginalne opublikowane w latach
2013-2015. Nalezy podkresli¢, Ze chociaz, doktorantka nie jest pierwszym autorem we wszystkich
praca {odpowiednio: pierwszy, drugim i trzecim), to jej deklarowany oraz potwierdzony przez
innych autorow wktad jest znaczacy, zaréwno, jedli chodzi o planowanie, wykonanie czeici
doswiadczalnej, jak i prace nad manuskryptami. Warto podkreslic, iz przedstawiony do oceny cyki
prac jest w pefni spojny pod wzgledem tematycznym, bowiem wszystkie prace dotyczg problemy
glikacji biatek, zarowno w kontekscie klinicznym (dwie prace), jak i badad o charakterze
podstawowym (1 praca).

b) ocena uzyskanych rezultatéw

Gtowng czgsC rozprawy stanowig trzy opublikowane ju:z prace oryginalne o taczny
wspdfczynnik oddziatywania IF=7, 919 oraz 65 punktow MNISW. Warte odnotowania, ze prace te
byly cytowane tacznie 27 razy (wg. Bazy Scopus). Poniewaz, wszystkie prace bedace postawg
rozprawy doktorskiej zostaty juz zrecenzowane przed ich publikacja, postaram sie ustosunkowac
gtownie do spdjnosci uzyskanych wynikéw z tematyka rozprawy, znaczenia uzyskanych wynikéw
oraz formy ich prezentacji.

Pierwsza z prac (Praca 1) opublikowana zostata w czasopismie o zasiegu
migdzynarodowym Neurochemistry International (Neurochem Int 2013; 63(5):507-16. IF=2,65).
Artykut ten wskazuje na podwyiszenie szeregu parametréw szoku oksydacyjnego {(np. iloéé
zaawansowanych produktéw utleniania biatek, grup karbonylowych) oraz glikacji biatek
(glikofory, dityrozyny, N'-formylokinureniny, kinureniny oraz tryptofanu) w surowicy u pacjentow
ze stwardnieniem rozsianym {MS). Zgromadzone wyniki sugerujg réwniez na istnienie korelacji
migdzy wybranymi markerami oraz stezeniem biatka fazy ostrej - CRP. Doktorantka, wraz
z zespotem wykazata, rowniez wplyw farmakoterapii na wartoéci szeregu parametréw
glikooksydaciji biatek oraz réinice w ich poziomie w zaleznoséci od formy MS. Przedstawione
badania sugerujg rowniez na potencjalne znaczenie diagnostyczne biochemicznych pomiarow
parametrow glikooksydacji biatek w diagnostyce oraz monitorowaniu terapii MS.

Kolejna praca (Praca 2), ktdrej autorky jest Pani mgr Sabina Galiniak dotyczy oceny
parametrow glikooksydacji biatek u dzieci chorujacych na mukowiscydoze (CF) z towarzyszaca
infekcjg bakteryjng (Pseudomonas aeruginosa lub Staphylococcus ureus). Dodatkowo, zbadano
rowniez roZnicg w aktywnosci szeregu enzyméw zwigzanych z odpowiedzia na szok oksydacyjny
w erytrocytach mtodych pacjentéw z CF. Przedstawione wyniki wskazuja, istotne podwyzszenie
ilodci AGEs, grup karbonylowych oraz aktywnosci S-transferaza glutationowej u pacjentéw CF
z towarzyszacy infekcja bakteryjna, chociaz nie znaleziono specyficznych dla badanych bakterii
markerow. Przedstawione wyniki potwierdzaja istotng role szoku oksydacyjnego w przebiegu CF
oraz wskazujg na potencjalne zastosowanie oznaczen glikofor oraz grup karbonylowych biatek
w monitorowaniu glikooksydacji biatek u pacjentéw 2z CF. W tym, miejscu mam do doktorantki
pytanie odnoszace sig do podsumowania tego artykutu w autoreferacie {strona 27). Doktorantka
wnioskuje, ze ,zakazenia buokteryjne drog oddechowych, zarowno P. aeruginosa i S. qureus,



pacjentow z mukowiscydozq przyczynigjq sie do nasifonego stresu oksydacyjnego”, jednak
w pracy jako kontrole stosuje osoby zdrowe. Czy osoby chorujace na CF, ale niewykazujace
chroniczne]j infekcji bakteryjnej lub w trakcie remisji, nie bytyby wtasciwsza kontrolg?

Ostania praca (Praca 3) umieszczong w cyklu stanowiacym podstawe do ubiegana sie
o stopien doktora przez Panig mgr Sabing Galiniak, jest prac z roku 2015, ktdra ukazata sie
w Cellular & Molecular Biology Letters (Cell Mol Biol Lett 2015; 20(4):562-70, IF= 1,753),
a doktoranta jest jej pierwszg autorka. Praca ta dotyczy roli zelaza oraz zwiazkéw wigzacych
zetazo (chelatorow zelaza) w glikooksydacji biatek. Zagadnienie to jest bardzo istotne klinicznie,
gdyz akumulacja zelaza wigzana jest z wydzielaniem wolnych rodnikéw, a w konsekwencji
powstawaniem AGEs. Poniewaz, procesy te sa zwigzane z zaburzeniami w produkgji insuliny,
postuluje sig, ze chelatory zelaza moga byé uzyteczne w leczeniu cukrzycy. Niestety, pomimo
wykorzystania sprawdzonego modelu badawczego, jakim jest glikacja bydlgcej albuminy (BSA}
in vitro, oraz wykorzystaniu az 32 potencjalne chelatory jonéw zelaza, doktorantka wykazata,
ze proces glikacji BSA w danych warunkach doswiadczalnych jest niezaleiny od zelaza.
W przedstawionych danych doktorantka wnioskuje, ze chelatory zelaza nie hamujg tego procesu,
a znane inhibitory glikacji, takie jak pirydoksyna nie sg efektywnymi chelatorami jonéw zelaza.
Badania te jednak nie wykluczajg, ze chelatory selaza, nie moga hamowac glikacji biatek in vivo.

Pytanie, czy doktorantka planuje kontynuacje badar z wykorzystanie innego modelu lub badan
in vivo?

Podsumowujac, wirdd najistotniejszych osiggnigc sktadajacych sie na rozprawe doktorska
Sabiny Galiniak nalezy wymienic;

* Opracowanie oraz praktyczne wykorzystanie imponujacego warsztatu badawczego,
obejmujacego szereg metod biochemicznych i molekularnych.

* Potwierdzenie, roli glikacji i glikooksydacji w patogenezie szeregu chordb o duzym
znaczeniu klinicznym, takich jak stwardnienie rozsiane, czy mukowiscydoza.

¢ Wykazanie, ze pomiar AGEs jak rowniez markeréw stresu oksydacyjnego, glikacji,
glikooksydacji biatek moze by¢ cenny narzedziem diagnostycznym.

* Wykazanie, wplywu stresu oksydacyjnego na powstawanie AGEs, jako potencjalnego
mechanizmu patologicznej akumulacji AGEs.

¢) poprawnosc formalno-jgzykowa, stylistyczna i interpunkcyjna.

Praca napisana jest poprawienie pod wzgledem igzykowym, a autorka $wietnie porusza
sig zarowno w tematyce badawczej, jak i wykorzystanej metodyce. Warto podkresli¢, fakt,
ze autoreferat zawiera réwniez kluczowe rysunki oraz tabele, co umozliwia plynne podazanie
za opisem bez odwotywania sig¢ do manuskryptéw. W tym miejscu naleiy dodaé, e zardwno
rysunki jak i tabele opisane s3 w jezyku polski, co czesto pomijane jest przez doktorantow.



2) Ocena metodologiczna
a) dobdr literatury, umiejetnosci, wykorzystania irodet

Doktorantka, dobrze porusza sie we wspofczesnej literaturze, dotyczacej zaréwno AGEs,
jak i metodyki badania glikozylacji oraz wolnych rodnikdw. Wstep do rozprawy réwniez zawiera
liczne dobrze dobrane odnosniki literaturowe. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze mgr Sabina
Galiniak wykorzystuje swietnie najnowsza literature jak i podkreéla znaczenie klasycznych
odkryc.

b) poprawnosc formutowania probleméw i hipotez (zatozerh badawczych).

Wolne rodniki, reaktywne formy tlen od lat uwazne 53 za istotny element w patogenezie
wielu choru cywilizacyjnych, takich jak choroby neurodegeneracyjne i nowotwory. Jednym
z kluczowych efektéw dziatania wolnych rodnikow jest modyfikacji réinych czasteczek,
w tym biatek. O ile produkcja wolnych rodnikéw oraz modyfikacja biatek (np. glikacja) jest
niezbednym procesem zapewniajacy prawidtowe funkcjonowanie organizmu, to zaburzenie
balansu miedzy ich powstawaniem i degradacja stanowi powazne zagrozenie dla homeostazy
wewnetrzenej organizmu. Nie wiele jednak wiadomo na temat mechanizmdw regulujgcych
powstawanie AGEs oraz zaburzenie tego procesu w stanach chorobowych. Dlatego tez, uwazam,
ze tematyka badan jest jak najbardziej stuszna. Warto podkreslic, ze przedstawione hipotezy
badawcze, byly oparte na logicznej analizie danych literaturowych, a od realizacji zadan
badaweczych doktorantka wykorzystata bardzo bogaty warsztat metodyczny. W przypadku
ostatniej pracy (Praca 3), pomimo dobrze 2 definiowanego celu badawczego okazato sie,
ze stosunkowo prosty model in vitro, oparty o glikacje albuminy, model badawczy okazat sie by¢
niewystarczajacy do jej potwierdzenia. Praca ta jednak dostarcza bardzo cennych informacji
(porownanie aktywnosci réznych chelatoréw oraz inhibitoréw glikooksydacji) i nie wyklucza,
ze zelazo odgrywa istotng role w glikacji biatek w stanach patologicznych u cztowieka. Jednak
potwierdzenie tej hipotezy wymaga stworzenie innego modelu badawczego.

¢} trafnos¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejgtnosé ich zastosowania,

Jednym z celdw badawczych, wyznaczonych przez doktorantke byto opracowanie
markerow biochemicznych uzytecznych w diagnostyce stwardnienia rozsianego (Praca 1)
oraz mukowiscydozy {Praca 2). Tak wiec, nalezy tu podkresli¢, znaczenie doboru, prostych
i dobrze zwalidowanych metod biochemicznych, opartych o pomiary spektrofotometryczne
(np. zawarto$é produktéow Amadoriego, czy zaawansowanych produktéw oksydacji biatek),
lub pomiary fluorescencji {np. produktow glikacji — glikoforu, dityrozyny , czy te: tryptofanu).
W tym miejscu, chciatby sie zapyta¢ doktorantki, czy testy te sg na tyle specyficzne, ze beda
mogly by¢ wiaczone do badan diagnostycznych? Nie ulega jednak watpliwosci, ze prezentowana
metodyka oraz jej réznorodnoéé umozliwita wykonie zadan badawczych oraz potwierdzenie
lub obalenie stawianych hipotez. Na szczegolng uwage zastuguje Praca 3, w ktdrej wykorzystano
32 potencjalne inhibitory glikacji reprezentujace oprécz klasyczny zwigzkdw, takich jak
metformina czy pirydoksyna, zwigzki o mniej zbadanej lub nieznanej aktywnosci antyglikacyjnej.



Byly to miedzy innymi nitroksydy, aminokwasy, kwasy organiczne, poliaminym, polifenole; czy tez
antyoksydanty i klasyczne chelatory metali. Niestety, badania te wykazaty, ze wykorzystywany
z powodzeniem model badawczy przez inne grupy, nie byt optymalny w przypadku badan
wptywu jonow zelaza na glikacje albuminy.

Niemniej jednak warto podkresli¢, ze szereg testow biochemicznych wykorzystanych
w pracach mgr Sabiny Galiniak, moze znalei¢ potencjalne zastosowanie w diagnostyce
i monitorowaniu schorzer zwigzanych z akumulacjg AGEs.

d) poprawnosc uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca ma klasyczny uktad, dla rozprawy doktorskiej opartej o opublikowane manuskrypty
(streszczenie w jezyku polskim i angielski, bardzo cenny wykaz stosowanych skrotéw, wstep
oraz hipoteze oraz cele pracy, ktére to autorka pomija w spisie tresci. P6zniej omdwione sa
3 prace bedace podstawa rozprawy doktorskiej. Nastepnie znajduje sie spis literatury, wykaz
innych osiggnie¢ naukowych doktorantki, oéwiadczenia wspotautorow, a na zakoriczenie
przedruki 3 publikacji. Uktad pracy jest bardzo przejrzysty, chociaz wydaje mi sie,
ze wprowadzenie mogtoby sie zaczyna¢ na nowej stronie, a lista innych osiaggnie¢ mogtaby
dopetniac liste prac bedacych podstawg rozprawy doktorskiej na stronie 7 (na poczatku
autoreferatu).

3) Wnioski koncowe (konkluzja).

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spojny
pod wzgledem tematycznym cykl publikacji podkreslajacych znaczenie glikacji i glikooksydacji
W patogenezie chorob. Prace te nie tylko wnoszg znaczny wkiad od naszej wiedzy na temat tych
procesow, lecz réwniez wskazujg na wykorzystanie przydatnych markery glikacji oraz oksydaciji,
zaréwno w diagnostyce jak i monitorowaniu leczenia stwardnienia rozsianego, mukowiscydozy
i by¢ moze cukrzycy. Pani mgr Sabina Galiniak bardzo sprawnie porusza sie w omawianej
tematyce oraz wykorzysta bogaty warsztat badawczy. Nalezy podkresli¢, ze prace bedace
podstawg rozprawy doktorskiej, ukazaty sie w dobrych czasopismach naukowych o zasiegu
migdzynarodowym (taczny IF okoto 8), a prace te byty cytowane tacznie 27 razy. Co wiecej,
doktorantka oprécz wymienionych prac, jest wspofautorky siedmiu innych publikacji naukowych
oraz 21 doniesieri zjazdowych, co doskonale podkreéla jej zaangazowanie w prace naukowo-
badawcza.

Biorgc pod uwage, gtéwne wnioski z recenzji rozprawy doktorskiej oraz caty dorobek
publikacyjny doktoranta uwazam, ze przedstawiana Pani mgr Sabina Galiniak spetnia wszystkie
wymagania do uzyskania stopnia doktora, dlatego tez pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej
Radzie Wydziatu Biologiczno-Rolniczego, Uniwersytetu Rzeszowskiego, wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Sabiny Galiniak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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