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Recenzja pracy doktorskiej mgr Justyny Heleny Kapral-Piotrowskiej, zatytutowanej »interakcje
pochodnej kwercetyny - lenzozydu AP z btonami i ich korelacje z biologicznymi efektami na
komorki” wykonanej w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii-Curie Sktodowskiej w
Lublinie.

Stres oksydacyjny wymieniany jest jako jeden z wielu czynnikdéw rozwoju schorzen cywilizacyjnych w
tym cukrzycy, nadci$nienia tetniczego, choréb nowotworowych oraz choréb neurodegeneracyjnych.
Istotnym elementem w walce ze stresem oksydacyjnym s3 antyoksydanty, w tym flawonoidy.
Flawonoidy nalezg do zwigzkéw o cechach leczniczych, ktore wykazuja dziatanie prewencyjne wW
przypadku wielu schorze. Ponadto, intensyfikacja badari nad antyoksydantami egzogennymi nie
stabnie i poszukiwane sg nadal nowe zwigzki oraz ich Zrédfa, a takie badane sg antyoksydacyjne
wiasciwosci tych zwigzkéw w kierunku zapobiegania lub ograniczania rozwoju wyzej wymienionych
choréb. Lenzozyd AB bedacy pochodng kwercetyny jest zwigzkiem z grupy flawonoidéw nowo
wyizolowanym z nadziemnych czesci soczewicy jadalnej. Istnieje mato publikacji naukowych na temat
tego zwigzku flawonoidowego, oraz jego wtaéciwosci przeciwutleniajgcych. Zatem ze zrozumiatych
wzgledéw flawonoidowi: lenzozydowi AR poswiecona jest rozpraw doktorska mgr Justyny Heleny
Kapral-Piotrowskiej, zatytutowana ,Interakcje pochodnej kwercetyny-lenzozydu A3 z btonami i ich
korelacje z biologicznymi efektami na komorki”. Praca ta zostata wykonany w Instytucie Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii-Curie Sktodowskiej w Lublinie, pod kierunkiem promotor — dr hab.
Bozeny Pawlikowskiej-Pawlegi, prof. UMCS.

Recenzowana rozprawa doktorska ma tradycyjny ukfad i sktada sie z kilku wyrainie wydzielonych
rozdziatéw: wstepu, opisu wykorzystanych w pracy metod pomiarowych, wynikéw badar i dyskusji,
obszernego wykazu cytowanej literatury oraz spisu rycin. Na koricu rozprawy znajduje sig¢ wykaz
opublikowanych prac, ktérych wspdtautorem jest Doktorantka. Dodatkowo zostat zmieszczony wykaz
wystapiert mgr Justyny Heleny Kapral-Piotrowskiej na miedzynarodowych i krajowych konferencjach
naukowych, a takie wykaz grantéw i projektow badawczych w ktorych Doktorantka brata udziat.
Bardzo wysoko oceniam dorobek naukowy Doktorantki. Na dorobek naukowy mgr Justyny Heleny
Kapral-Piotrowskiej skfadaja si¢ 4 oryginalne prace opublikowane w migdzynarodowych
czasopismach naukowych o wysokim wspétczynniku oddziatywania (sumaryczny impact factor wynosi
16.92) oraz 5 publikacji bez impact factor. Rozprawa doktorska mgr Justyny Heleny Kapral-
Piotrowskiej jest napisana poprawna polszczyzng, logicznie, przejrzyscie zredagowana oraz
zilustrowana 71 rycinami, 2 tabelami ktére majg swoje odnoéniki w teksécie. Pismiennictwo
wykorzystano w sposéb prawidtowy. Literature stanowi 330 pozycji pi$mienniczych, cytowanych w
kolejnosci alfabetycznej. We wstepie do rozprawy Doktorantka w sposob obszerny odniosta sig¢ do
grupy zwiazkéw jakimi sa flawonoidy. Opisata ich budowe, podziat oraz biologiczng aktywnos$¢ w tym
ich wiaéciwoéci antyoksydacyjne, a takie zastosowanie w profilaktyce i terapii chordb
nowotworowych, sercowo-naczyniowych oraz cukrzycy. Dodatkowo Doktorantka poswiecita sporg
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czeé¢ wstepu na charakterystyke bton komérkowych, w tym jej gtéwnych sktadnikéw: biatek i
lipidéw. Cel pracy zostat jasno sformutowany. Autorka rozprawy doktorskiej podjeta sig realizacji

nastepujacych zadan:

okreélenie wplywu badanego flawonoidy jakim byt lenzozyd AP na witasciwosci fizyczne

modelowych bton lipidowych,
okreélenie oddziatywania lenzozydu A z lipidowymi oraz biatkowymi sktadnikami komérek

linii prawidtowych oraz nowotworowych.
W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,Materialy i metody”, mieszczacym sie na 16 stronach

rozprawy, Doktorantka opisuje preparatyke modelowych bton lipidowych wykorzystanych w
badaniach oraz zastosowane metody badawcze. Na uwage zastuguje szeroki wachlarz metod
badawczych z jakich skorzystata mgr Justyna Helena Kapral-Piotrowska podczas realizowania
niniejszej rozprawy doktorskiej. Opanowanie tylu zaawansowanych metod badawczych jest
imponujace. Metodami badawczymi z ktérych Doktorantka skorzystata realizujac swdj cel naukowy
byty: spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR), jadrowy rezonans magnetyczny
(NMR), réinicowa kalorymetria skaningowa (DSC), mikroskopia obrazowania czasOw zycia
fluorescencji (FLIM), technika patch-clamp, skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) oraz
transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM). Wyniki i ich dyskusja, opisane na 98 stronach, to
najwainiejsza cze$¢ rozprawy doktorskiej. Pierwsze dwa podrozdziaty 4.1 oraz 4.2 dotycza badan
interakcji lenzozyd AP z biatkami i lipidami przy uzyciu spektroskopii FTIR. Wynikiem absorpcji $wiatta
w zakresie podczerwieni przez czasteczki fosfolipidu DPPC byt analizowany zbiér pasm drgan
normalnych w zakresie od 3700 do 900 cm™, otrzymany dla czystego lipidu DPPC oraz DPPC z
lenzozydem AB. Otrzymane wyniki badan FTIR dla DPPC oraz DPPC z lenzozydem A3 wykazaty wzrost
hydratacji bton lipidowych, co wskazywato na wigzanie sig tych czasteczek z hydrofilowa czgscia
membrany wigzaniami wodorowymi, powodujac wzrost stgzenia czgsteczek wody w tym rejonie, co
jest zwigzane z rozsunigciem gtéw polarnych fosfolipidéw przez czasteczki lenzozydu. Dodatkowo
lokalizacja lenzozydu AB w rejonie gtéw polarnych fosfolipidu DPPC oraz rownolegta orientacja w
stosunku do ptaszczyzny btony zostaly potwierdzone przez Doktorantke w badaniach FLIM
(podrozdziat 4.4). Waznym wynikiem tej pracy jest obliczony kat pomiedzy kierunkiem wektora
dipolowego momentu przejécia a normalng do ptaszczyzny btony, ktéry wynidst 58.9+1.2°,
wskazujacy na réwnolegly orientacje czasteczki lenzozydu AB do ptaszczyzny btony. Burzenie
uporzadkowania czasteczek wody przez badany flawonoid byto  obserwowane takie na
termogramach  uzyskanych w  wyniku  pomiaréw mikrokalorymetrycznych  olbrzymich
jednowarstwowych liposoméw DPPC- lenzozyd AP poprzez zanik przedprzejscia. Kolejne pomiary z
wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni FTIR dotyczyly linii komérek raka szyjki macicy (Hela),
raka kratni (Hep-2) oraz prawidtowych fibroblastéw skéry (HSF) bez obecnosci lenzozydu AP oraz z
dodatkiem lenzozydu AB. Dodanie flawonoidu do linii komérkowych spowodowato zwigkszone
przytaczanie czasteczek wody za pomoca wigzan wodorowych przez komorki linii Hep-2 (po 48h
inkubacji) oraz HSF (po 24h oraz 48 h inkubaciji). Natomiast dla linii komdrkowych Hela (po 24h oraz
48 h inkubagciji) oraz linii Hep-2 (po 24 h inkubacji) obserwowano zmniejszone przytaczanie czasteczek
wody przez komérki. Badany lenzozyd AR w sposob odmienny oddziatywat na poziomie
molekularnym z komérkami linii nowotworowych (Hela i Hep-2) oraz linii prawidtowych (HSF).
Doktorantka w kolejnych badaniach pokazata, ze lenzozyd wptywa nie tylko na wtasciwosci fizyczne
dwuwarstwy lipidowej ale takze oddziatywuje z biatkami btony, co byto widoczne w analizach amidu |
widm FTIR w komérkach linii Hela, Hep-2 oraz HSF inkubowanych z lenozydem AP oraz w badaniach
wykorzystujacych technike patch-clamp, ktére wykazaly zwigkszane prawdopodobieristwo
otwierania sie w kanatéw potasowych w komérkach lini HSF z badanym flawonoidem. Ostatnim
etapem badan byto sprawdzeniem cytotoksycznosci lenzozyd AB w stosunku do komdrek



prawidtowych i komdrek nowotworowych. Badany flawonoid w niewielki stopniu obnizat
przezywalnos¢ komoérek, co $wiadczy o jego niskiej cytotoksycznodci. Zamiany parametréw
morfometrycznych, ultrastruktury obserwowano jednie w przypadku komérek nowotworowych z
hodowli in vitro pod dziataniem lenzozydu A3 . Takich zmian w morfologii komérek Doktorantka nie
obserwowata w przypadku fibroblastow inkubowanych z badanym flawonoidem. Dodatkowo, mgr
Justyna Helena Kapral-Piotrowska wykazata, ze lenzozyd AB w komérkach nowotworowych w
hodowli in vitro indukuje stres oksydacyjny. Natomiast w komérkach linii prawidtowej inkubowanej z
flawonoidem obserwowano efekt odwrotny i dziatanie antyutleniajace. Istnieja doniesienia
literaturowe wskazujace, ze dodawanie niektérych zwiazkéw, w tym kwercetyny, do pozywek
stosowanych do hodowli komdrek in vitro prowadzi do wytwarzania znacznych iloci nadtlenku
wodoru. A zatem, jak wspomina o tym Autorka na str. 31, w zaleznoéci od typu komorki oraz
warunkéw prowadzania hodowli komérkowej flawonoid moze dziataé jako antyoksydant lub
prooksydant. Mysle, ze ten kierunek badan jest wazny i moze by¢ w przysztosci pogtebiany przez mgr
Justyng Heleng Kapral-Piotrowska. Wnioski zamieszczone na str. 179-180, zostaly jasno
sformutowane przez Doktorantke i odnosza sie do wyznaczonych celéw. Jako recenzent musze
jednak zwrdci¢ uwage na drobne nieécistosci oraz btedy edytorskie, ktore pojawity sie podczas pisania
niniejszej pracy, nie majace wptywu na zasadnicza ocene pracy.

1. str. 20: Zamiast ,fitoterpapia” powinno by¢ ,fitoterapia”

2. str. 40 Ryc. 4: Nalezatoby doda¢ w podpisie do rysunku jaki model btony komérkowej znajduje
si¢ na rycinie 4. Wspoétczesne badania wskazujg, ze struktura bton komdrkowych nie jest
catkowicie homogenna tak jak na Ryc. 4 ale heterogeniczna, zfozona z dwéch faz: tzw. ,fazy
cieczy uporzadkowanej”, na ktdrg sktadaja sie sfingolipidowo-cholesterolowe mikrodomeny
oraz z ,fazy cieczy nieuporzagdkowanej” utworzonej gtéwnie przez glicerofosfolipidy. Autorka
rozprawy wspomina o heterogenicznosci bton komérkowych na str. 52.

3. str. 41: Doktorantka w rozprawie na poczatku podrozdziatu 1.6.1. pisze, ze lipidy
charakteryzuja staba rozpuszczalnoscia w wodzie i dobrg rozpuszczalnoicia w
rozpuszczalnikach niepolarnych i to jest prawda oraz ze ,jest to zwigzane z obecnoscig w ich
strukturze kwaséw ttuszczowych zbudowanych z dtugich, nierozgatezionych taricuchéw
weglowodorowych, o parzystej liczbie atomdéw wegla (od 14 do 24). tancuchy alkilowe
moga by¢ nasycone lub nienasycone i zawiera¢ jedno lub kilka wigzan podwdjnych”
Cytowany fragment dotyczy raczej fosfolipiddw nalezgcych do szerokiej grupy lipidow czyli
zwigzkdéw o zréznicowanej budowie.

4. str. 45: Doktorantka nie definiuje tzw. parametru upakowania S, decydujgcego o rodzaju
struktur agregacyjnych. Nalezatoby te definicje umiesci¢ w rozprawie.

5. str.46-47 oraz Ryc. 8: Wedtug nomenklatury V. Luzzatiego greckg matg litera umieszczong w
indeksie dolnym oznacza sie krétkozasiegowe uporzadkowanie taricuchéw weglowodorowych
lipiddw w dwuwarstwie lipidowej, a znak ,prim” przy greckiej literze w indeksie dolnym
oznacza, iz dtuga o$ symetrii molekuty lipidu jest nachylona do ptaszczyzny dwuwarstwy.
Zatem w opisie przemian fazowych w uktadzie DPPC-woda w podrozdziale 1.6.5. greckie
symbole powinny by¢ indeksami dolnymi, brakuje tez dla $cistosci znakdw ,prim” przy fazie Ly
oraz Pg. Na Ryc. 8 nalezatoby zgodnie z klasyfikacjq Luzzatiego narysowa¢ molekuty lipidow
utozone pod katem do stycznej do powierzchni dwuwarstwy w przypadku fazy zelu Ly .

6. str. 58, Ryc. 15: Zamiast ,metoda zamrgzania-rozmrazania” powinno by¢ ,metoda
zamrazania-rozmrazania”.

7. Str. 66., lll. Materialy i Metody: Zastosowane procedury statystyczne powinny zosta¢
przedstawione bardziej szczegétowo w rozdziale 11l jako odrebny podrozdziat. Przywotano je w
spos6b skrétowy w rozdziale |l oraz w podpisach do rycin. Nie zamieszczono informacji na
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temat zastosowanego testu normalnosci wymaganego do analizy istotnoéci réznic testem t-
Studenta oraz testem Anova.

8. str.72: w wzorze zamiast ,F||” powinno by¢ ,FI”

9. str. 81, Ryc.17 oraz str.82 Ryc. 18: zamiast liczba falowa [cm-1])" powinno by¢ , liczba
falowa [cm™)”.

Podsumowujac, te drobne niescistosci i niedociggniecia nie majg wptywu na ocene rozprawy
doktorskiej mgr Justyny Heleny Kapral-Piotrowskiej, ktéra uwaiam za bardzo wartosciowa.
Podsumowujgc, badania przeprowadzone podczas realizacji rozprawy doktorskiej wnosza nowa
wiedzg na temat wptywu lenzozyd AB na btony komérkowe. Praca zawiera wiele waznych i nowych
rezultatdw dotyczacych wptywu pochodnej kwercetyny na strukture bton modelowych oraz
komorkowych Dlatego z petnym przekonaniem moge stwierdzi¢, iz rozprawa catkowicie spetnia
wymogi odpowiada warunkom okre$lonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2013 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 64, poz. 595, ze
zm.). W oparciu o powyisze, wnosze do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii-Curie Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Justyny Heleny Kapral-
Piotrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Rownoczesnie zwracam sie do Rady
naukowej Instytutu Nauk Biologicznych z wnioskiem o wyrdznienie powyzszej pracy doktorskiej.
Rozprawe doktorskg mgr Justyny Heleny Kapral-Piotrowskiej uwazam za wyrdzniajgcg z uwagi
zaréwno na wybdr nowego, nie badanego dotad zwigzku flawonoidowego oraz oryginalnosc i
bogactwo uzyskanych wynikéw badai wptywu tego zwigzku na btony biologiczne. Dlatego biorgc pod
uwage wysoki poziom naukowy rozprawy doktorskiej mgr Justyny Heleny Kapral-Piotrowskiej
whnioskuje o jej wyrdznienie.
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