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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michaliny Grzesik

ANTYOKSYDACYJNE WLASCIWOSCI POLIFENOLI I ZWIAZKOW
SYNTETYCZNYCH

wykonanej w Zaktadzie Biochemii Analitycznej Uniwersytetu Rzeszowskiego
pod kierunkiem dr hab. 1zabeli Sadowskiej-Bartosz, prof. UR

Rozprawa doktorska mgr Michaliny Grzesik dotyczy porownania wiasciwosci
antyoksydacyjnych flawanoli oraz innych antyoksydantow naturalnych i
syntetycznych, okresleniu wptywu wiazania jonow Fe** na whasciwosci
antyoksydacyjne polifenoli oraz poréwnania wytwarzania nadtlenku wodoru
przez antyoksydanty.

Polifenole to wystepujace naturalnie zwiazki chemiczne, zdolne do
neutralizowania wolnych rodnikoéw. Sa one wtornymi metabolitami ro$linnymi,
chronigcymi rosliny miedzy innymi przed grzybami 1 bakteriami
chorobotworczymi. Zwiazki te stanowig przedmiot licznych badan
biologicznych, biochemicznych i klinicznych w wielu pracowniach na $wiecie,
albowiem wykazano, ze dieta bogata w polifenole jest bardzo waznym
elementem zaré6wno w profilaktyce jak i leczeniu juz zaistniatych wielu
powaznych chorob cywilizacyjnych takich jak zawat serca, choroba
Alzheimera, choroba Parkinsona, miazdzyca, za¢ma, cukrzyca, osteoporoza,
udar mozgu oraz choroby nowotworowej. W tym aspekcie uwazam, ze
recenzowana przeze mnie praca jest niestychanie wazna.

Formalny opis rozprawy
Rozprawa opiera si¢ na 3 pracach doswiadczalnych:

1. Grzesik M, Naparto K., Bartosz G., Sadowska-Bartosz I. 2018. Antioxidant
properties of catechins: comparison with other antioxidants. Food Chemsitry
241: 480-492

2. Grzesik M, Bartosz G., Dziedzic A., Nardg D., Namiesnik J., Sadowska-
Bartosz 1. 2018. Antioxidant properties of ferrous flavanol mixtures. Food
Chemistry 268: 567-576

3. Grzesik M, Bartosz G., Stefaniuk 1., Pichla M., Namiesnik J., Sadowska-
Bartosz. 1. 2019. Dietary antioxidants as a source of hydrogen peroxide. Food
Chemistry 278: 692-699

Prace te stanowig spojng catos¢, co jest zgodne z art. 13 pkt 2 ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pozniejszymi zmianami, to jest z zapisem
mowiacym, ze rozprawa doktorska moze mie¢ forme ,,("...) spdjnego
tematycznie zbioru artykutow opublikowanych lub przyjetych do druku w
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czasopismach naukowych (...)". Wszystkie prace zostaly opublikowane w bardzo
dobrym czasopi$mie Food Chemistry (IF = 4,946, co daje sumaryczny IF =
14,838),

Poniewaz wszystkie publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej sa
wieloautorskie na koncu rozprawy zamieszczono o§wiadczenia wspotautorow o
ich wkiadzie w powstanie prac. Wedtug oswiadczen wspotautoréw Michalina
Grzesik jest gtownym autorem, wykonata wigksza czes¢ doswiadczen bbbbbw
prezentowanych artykutach, brata czynny udzial w fazie planowania, interpretacji i
opracowywania wynikow oraz pisania manuskryptow.

W tym miejscu nalezy rowniez podkresli¢, ze catkowity dorobek Doktorantki to 7
prac doswiadczalnych opublikowanych w bardzo dobrych czasopismach, o taczne;j
wartosci IF 31,11 (250 punktow MNiSW).

Ocena merytoryczna

Gdy rozprawe doktorska stanowia opublikowane prace recenzent ma znacznie
utatwione zadanie, albowiem publikacje juz zostaly poddane wnikliwej ocenie
przez wskazanych przez redakcje, w ktorej interesie jest utrzymanie wysokiego
rankingu czasopisma niezaleznych recenzentow bedacych specjalistami w dane;j
dziedzinie. Przypomng, ze mowa tutaj o czasopismie Food Chemistry z
wynoszacym 4,946 wspolczynnikiem oddzialywania. Biorac pod uwage oceng
publikacji przez niezaleznych redaktorow, recenzentéw i dotaczajac do tego
wiasng ocene nie mam merytorycznych zastrzezen do ich formy i zawartosci.

Musze przyznac, ze te 3 publikacje zrobity na mnie duze wrazenie. Doktorantka
wlozyta ogrom pracy w wykonanie badan postugujac si¢ przy tym szeregiem
technik poczynajac od hodowli komorkowych, testow zywotnosci komorek,
technik mikroskopowych po metody, ktére wykorzystywata w dominujacej czesci
swoich doswiadczen, takich jak szereg testow spektrofotometrycznych,
wykorzystywanych do badan kinetyki stechiometrii redukcji rodnikéw ABTS "
oraz zdolnosci redukcji jonow Fe' przy uzyciu metody FRAP, techniki
spektroskopii w podczerwieni i transformacja Fouriera do oceny wigzan pomiedzy
flawanolami, test ochrony fluorescencji przed utrata fluorescencji i inne.

W tym miejscu chciatabym jedynie zapytaé Doktorantke dlaczego do badan
Zywotnosci komorek zastosowano akurat test z wykorzystaniem czerwieni obojetnej
mimo istnienia wielu innych rownie powszechnych testow do oznaczania
przezywalnosci komorek. Czerwien obojetna jest barwnikiem rozpuszczalnym w
wodzie, ktory wnika do komorek zywych i akumuluje si¢ we wnetrzu organelli o
kwasnym pH (endosomy, lizosomy), a po Smierci komorki dyfunduje do
cytoplazmy. Jednak ten test nalezy stosowac z duzq ostroznosciq, gdyz wiele
zwiqzkow moze odwracalnie zmieniac aktywnos¢ endocytozy fazy ptynnej w
zywych komorkach, zmienia¢ pH cytoplazmy, co moze fatszowac wyniki i miec
wplyw na ich wilasciwg interpretacje.

Oprocz wspomnianych publikacji rozprawa zawiera streszczenia w jezyku polskim
i angielskim oraz wstep wprowadzajacy w tematyke stresu oksydacyjnego i
antyoksydacyjnych wtasciwosci polifenoli. Doktorantka zdecydowana wigkszosc
badan prowadzita w uktadach pozakomorkowych, jednak zbadata rowniez wplyw
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wybranych zwiazkéw na hemolize erytrocytow izolowanych z ludzkiej krwi oraz
na przezywalno$¢ komorek ludzkiego gruczolakoraka prostaty DU-145.

7 racji tej, ze jestem biologiem komorki odczuwam pewien niedosyt z powodu
braku we wprowadzeniu informacji na temat udziatu polifenoli w chemoprewencji
nowotworow, a w szczegolnosci wlasnie raka gruczotu krokowego. Zatem proszg o
krotkie rozwinigcie tego tematu.

Mam jeszcze jedng uwage odnosnie wstgpu. Na stronie 12 umieszczona zostata
rycina (Ryc. 1) opublikowanaw pracy Zhanga i wsp. (Dietary polyphenols,
oxidative stress and antioxidants and inflammatory effects. Current Opinion in
Food Science 8: 33-42; 2016) pokazujgca klasyfikacje polifenoli. Oczywiscie
Doktorantka cytuje wyzej wspomniang prace, jednak razi mnie, ze w rozprawie
pisanej w jezyku polskim pojawia si¢ rycina z opisami w jezyku angielskim,
dlatego wskazane byloby jg zmodyfikowac i opisy przettumaczy¢ na nasz jezyk
ojczysty.

Dodatkowo, rozprawa zawiera sprecyzowane cele, szczegétowa metodyke badan,
najwazniejsze wyniki doswiadczen, dyskusje oraz list¢ publikacji liczaca 33
pozycje literaturowe.

Najwazniejsze wyniki badan:

1. Flawanole sg $wietnymi antyoksydantami, wykazujacymi w wielu reakcjach
aktywno$c¢antyoksydacyjna znacznie wyzsza niz standardowe antyoksydanty
(glutation i askorbinian).

2. Wigzanie substechiometrycznych ilosci Fe2+ przez flawanole nie obniza w
istotnym stopniu ich wlasciwosci antyoksydacyjnych.

3. Kompleksy flawanoli z jonami Fe2+ nie wykazuja pseudoenzymatycznych
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy.

4. Potowa sposrod przebadanych 54 antyoksydantow wytwarza nadtlenek wodoru
w pozywkach stosowanych do hodowli komorek i w zbuforowanym roztworze
solifizjologicznej.

5. Ilo$¢ nadtlenku wodoru wytworzona przez antyoksydant w roztworze zalezy od
stezenia Sladowych iloéci jonéw metali przej$ciowych 1 od pH roztworu.

6. Wytwarzanie nadtlenku wodoru ma wktad w cytotoksycznos¢ galusanu propylu,
galusanu epigallokatechiny i kwercetyny wobec komorek w hodowli in vitro.

6. Wigkszos¢ badanych antyoksydantow przejawia dzialanie ochronne wobec
erytrocytow eksponowanych na dziatanie AAPH i podchlorynu sodu.

7. Nadtlenek wodoru wytwarzany w pozywce DMEM wplywat na cytotoksyczne
dziatanie galusanu propylo, galusanu (-)-epigallokatechiny i kwercetyny, gdyz
obecnos¢ katalazy w pozywce wzrastal procent przezywalnosci komorek raka
prostaty DU-145.

Na koniec mam jeszcze kilka uwag:

1) Jestem zwolenniczkq uzywania wyrazow w jezyku polskim jesli oczywiscie
da si¢ przetlumaczy¢ wyrazy i zwroty obcojezyczne. Czemu wigc nie
uzywac stowa zahamowanie zamiast inhibicja?

2) Transdukcja sygnatu to zmiana lub przetwarzanie energii z jednej formy w
drugg, aw terminologii biologicznej transdukcja to przeniesienie matych
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(do ok. 50 kb) segmentow DNA z dawcy do biorcy za posrednictwem
bakteriofaga. Wiasciwe jest uzycie sformutowania przekazywanie sygnatu.

3) Str. 17. Materialy i Metody. Pojawia sig opis linii rak prostaty DU-145.
Wynika z niego ze to Doktorantka w yprowadzita linie tego nowotworu co
nie jest prawdag, a ponadto charakterystyka tej linii jest absolutnie
niepotrzebna w kontekscie prowadzonych badan. Dodatkowo, nie wiem czy
przez przeoczenie wyniki dotyczqce cytotoksycznosci badanych
flawonoidoéw w stosunku do tych komdrek zostaty pominigte w ynikach
chociaz znalazly si¢ w streszczeniu i opublikowanej pracy.

4) W dyskusji Doktorantka powoluje si¢ na mato wiarygodne informacje
pochodzqce z Wikipedii. Na usprawiedliwienie przyjmuje fakt, ze p. mgr
Michalina Grzesik pisze, ze sq 1o stwierdzenia nieuprawnione, jesli nie sq
odniesione do konkretnego parametru.

Podsumowanie

Publikacje bedace podstawa niniejszej rozprawy doktorskiej maja znaczenie
zaréwno poznawcze, jak i aplikacyjne. Wyniki zaprezentowanych badan
przyczynity sie do lepszego zrozumienia wiasciwosci badanych antyoksydantow,
ich zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikéw i ich wplywu na przezywalnosc
komérek. Mam nadzieje, ze prace beda kontynuowane i przyczynig si¢ do
lepszego poznania ich wptywu na $ciezki przekazywania sygnatu w komorkach i
w konsekwencji przyczynia si¢ do powstania $rodka zapobiegajacego rozwojowi
wielu chorob, szczegdlnie chorob nowotworowych.

Na podstawie oceny indywidualnego wktadu pracy Pani mgr Michaliny Grzesik w
powstanie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca
2003 90 tytule naukowym i stopOniach naukowych oraz o tytule i stopniach
naukowych w zakresie sztuki (Dz.U. Nr65, poz595, wraz z pozniejszymi
zmianami). Zgodnie z ustawa, przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogolng wiedzg teoretyczna
kandydata oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Zawarte
w recenzji uwagi w niczym nie umniejszaja wartosci pracy, ktora oceniam bardzo
wysoko. Zwracam si¢ wigc do Rady Wydziatu Biologiczno-Rolniczego
Uniwersytetu Rzeszowskiego z prosba o dopuszczenie mgr Michaliny Grzesik do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod uwage wysoka warto$¢ naukowg przedstawionej mi do
recenzji rozprawy doktorskiej wnioskujg o jej wyrdznienie.
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