UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LtODZI

Dr hab. n.med. prof. nadzw. Elzbieta Rebas
Zaktad Neurochemii Molekularnej

Uniwersytetu Medycznego w todzi

Recenzja pracy doktorskiej
mgr Magdaleny Ewy Szejk
»Antyoksydanty polifenolowo — polisacharydowe z roslin leczniczych z rodziny Rosaceae i

Asteraceae jako radioprotektory”

Celem przedstawionej do recenzji pracy byfa ocena zdolnosci do radioprotekcji preparatow
roslinnych zawierajgcych zwigzki o strukturze glikokoniugatow polifenolowych i ich aglikondw,
wyizolowanych z roslin leczniczych z rodziny Rosaceae i Asteraceace. Podjeto takze probe
wyjasnienia mechanizmu radioochronnego dziatania badanych zwigzkéw. Biorgc pod uwage
ucigzliwo$é efektéw ubocznych radioterapii oraz liczbe pacjentéw, ktorzy sg jej corocznie
poddawani, niezwykle wazne jest by stworzy¢ lepsze warunki leczenia w tak trudnym dla pacjenta
okresie. Dlatego tak istotne jest znalezienie wiekszej liczby fatwiej dostepnych zwigzkow, ktére bez
ubocznych efektdw, polepszajg jakos¢ zycia podczas radioterapii, nie zmniejszajgc jednoczesnie jej
skutecznego, niszczgcego wptywu na komédrki nowotworowe. Jak sama doktorantka pisze,
szukanie idealnego radioprotektora, ktory posiadatby minimalng toksycznos¢ w stosunku do
catego organizmu, dziatanie wybiércze - ochrona komodrek zdrowych (podczas radioterapii
napromieniowaniu ulegajg nie tylko komorki nowotworowe lecz takze okoliczne tkanki zdrowe)
bez ochrony komdrek nowotworowych jest bardzo trudne. Dodatkowo pozadane sg pewne
wiasciwosci fizyko-chemiczne takiego zwigzku jak brak interakcji z innymi lekami podawanymi w
trakcie terapii, dtugi okres poéttrwania, stabilnos¢, rozpuszczalnosé i tatwos¢ podania. Nie bez
znaczenia jest tez czynnik ekonomiczny. Zwigzki o dziataniu radioochronnym czesto pozyskiwane
sg z roslin egzotycznych, co powoduje znaczny wzrost kornicowej ceny preparatu. Dlatego podjecie

przez Doktorantke badan, zmierzajgcych do znalezienia radioprotektora, posiadajgcego wiekszosé
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z wymienionych cech i dostepnego cenowo uwazam za jak najbardziej uzasadnione. Przyjety przez
Doktorantke model oraz podjecie badan nad mechanizmem dziatania badanych zwigzkéw —
potencjalnych radioprotektoréw uwazam za zasadne, tym bardziej, ze dostepne sg nieliczne
doniesienia literaturowe na ten temat, a informacje na temat potencjalnych radioprotektordw,
zaréwno syntetycznych jak i naturalnych sg czasem sprzeczne, niepetne lub zwigzki sg w trakcie
badan. Obecnie praktycznie jest tylko jeden zwigzek zatwierdzony do uzytku klinicznego,
amifostyna, ktéra jednak ze wzgledu na wysokg cene i skutki uboczne stosowana jest tylko w
terapii wybranych nowotwordéw.

Rozprawa doktorska jest opracowaniem liczgcym 130 stron i podzielonym klasycznie na
Czesc teoretyczng (29 stron), Zatozenia i cel pracy (1 strona), Materiaty i metody (28 stron), Wyniki
(27 stron), Dyskusje (11 stron) oraz Podsumowanie i Wnioski (1 strona). Proporcje poszczegdlnych
rozdziatéw sg prawidtowe. W pracy zamieszczono takze streszczenie w jezyku polskim i angielskim
(na koncu) a catosci dopetnia zamieszczony na poczatku rozprawy spis stosowanych skrétow, w
jezyku polskim i angielskim. Skroty wyjasniane sg takze w tekscie, przy pierwszym uzyciu.

We wstepie/czesci teoretycznej doktorantka wystarczajgco przedstawia dostepny w
literaturze stan wiedzy na temat rodzajow promieniowania na jakie narazony jest cztowiek, nie
tylko promieniowania wykorzystywanego w medycynie, lecz takze naturalnego. Wiecej miejsca
Doktorantka poswieca skutkom dziatania promieniowania jonizujgcego na komodrke, opisujac
wptyw promieniowania na funkcjonowanie biatek, lipidow oraz na strukture DNA. Nastepnie
opisuje cechy zwigzkéw o wtasciwosciach radioochronnych oraz ich potencjalne zrddta.
Doktorantka zwigzki te podzielita ze wzgledu na sposéb dziatania na radioprotektory, mitygatory i
leki oraz przedstawita charakterystyke wybranych radioprotektoréow syntetycznych i naturalnych,
w tym gtéwnie pochodzenia roslinnego oraz wybranych mitygatoréw. Cze$¢ ta uzupetniona jest
dziewiecioma ilustracjami, a caty wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie w tematyke pracy i
Swiadczy o teoretycznym przygotowaniu Doktorantki do podjecia prac doswiadczalnych oraz o
dobrej znajomosci tematu. Warto podkresli¢, ze Doktorantka jest réwniez pierwszym autorem i
wspotautorkg prac przegladowych opublikowanych w 2015 i 2016 roku, ktérych tematem byty

wiasnie radioprotektory i ich wtasciwosci.
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Doktorantka powotuje sie na raport GIOS z 2012 roku piszac jednoczeénie, ze raport o
stanie Srodowiska w Polsce opracowywany jest nie rzadziej niz raz na 4 lata — moze dostepne s3
nowsze dane dotyczace udziatu réznych zrédet promieniowania w Polsce. Ponadto, moze warto
byto wspomnieé, ze instytucjami odpowiedzialnymi za monitorowanie promieniowania, zaréwno
naturalnego jak i stosowanego celowo m.in. w medycynie w Polsce zajmujg sie Panstwowa
Agencja Atomistyki oraz Centralne Laboratorium Ochrony Radiologicznej. Warto tez byto podaé
definicje jednostek promieniowania i narazenia na promieniowanie (np mSv, Gy) stosowanych
pozniej w pracy.

W podrozdziale ,Radioprotektory pochodzenia roslinnego” Doktorantka wspomina o
grupie tzw. radiouczulaczy. Sg to wazne informacje, powinny sie jednak znajdowa¢ w osobnym
podrozdziale na koncu Wstepu. Dodatkowo doktorantka opisuje kwercetyne raz jako
radiouczulacz, drugi raz jako radioprotektor. Dobrze bytoby rozwingé¢ gtebiej ten ztozony
mechanizm dziatania kwercetyny, tym bardziej ze Autorka stosuje w swoich badaniach kwercetyne
jako zwigzek referencyjny.

Ponadto nie NADPH generuje tylko enzym i niejasne jest dla mnie uzycie zwrotu: receptor
kinazy serynowo-treoninowej.

Na kolejnej stronie rozprawy jasno przedstawione zostaty zatozenia i cel pracy. Celem
pracy byto zbadanie czy preparaty roslinne o strukturze glikokoniugatéw polifenolowych i ich
aglikony wyizolowane z wybranych roslin leczniczych takich jak Erigeron canadensis, Sanguisorba
officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca, wykazujg witasciwosci radioochronne in vitro. Do zadan
badawczych nalezaty: a) ocena cytotoksycznosci badanych glikokoniugatéw polifenolowych (do
badan uzyto fibroblasty mysie 1929 oraz komorki jednojgdrzaste krwi), b) okreslenie wptywu
badanych zwigzkéw na indukowane promieniowaniem gamma: stres oksydacyjny, uszkodzenia
DNA i apoptoze w komdrkach jednojadrzastych krwi oraz w osoczu oraz c) okreslenie wptywu
badanych glikokoniugatow polifenoli na indukowany promieniowaniem gamma stres oksydacyjny i
apoptoze w komérkach biataczki linii K562.

Kolejny rozdziat to Materiaty i metody. Zwraca uwage znajomos¢ technik
wykorzystywanych w biologii molekularnej stosowanych przez Autorke. Wsrdd nich wymienic

nalezy m.in. techniki z zakresu hodowli komdérkowych, pomiary aktywnosci enzymow, cytometrie
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przeptywowg, spektrofotometrie, elektroforeze, testy badajgce uszkodzenia DNA, mikroskopie
fluorescencyjng. Doktorantka w wielu doswiadczeniach stosowata gotowe zestawy do oznaczen,
zostaty one jednak prawidtowo dobrane i zostaly zastosowane prawidtowe préby kontrolne.
Rozdziat ten zawiera 4 tabele w ktdrych Autorka przedstawita zawarto$é fenoli i sktad czesci
polisacharydowej w badanych preparatach roslinnych. Preparaty roslinne oraz ich charakterystyke
chemiczng uzyskano z Zaktadu Chemii Medycznej | Mikrobiologii Politechniki Wroctawskiej w
ramach wspdtpracy naukowe]. Poniewaz izolacja glikokoniugatéw polifenoli z badanych roslin
chroniona jest patentem, procedura zostata opisana w skréconej formie. Kolejne procedury
zostaty opisane przez Autorke bardzo doktadnie. Zaréwno linie komdrkowe, jak i metody zostaty
dobrane prawidtowo do realizacji zaplanowanych doswiadczen, a réznorodnosé metod wskazuje
na bardzo dobre przygotowanie Doktorantki do pracy doswiadczalne;.

Zabrakto mi w opisie badan uzasadnienia stosowania réznych dawek promieniowania tj. 10,
15 Gy lub 100, 200 i 500 Gy w zaleznosci od stosowanego materiatu biologicznego a takze
informacji czy stosowane w eksperymentach dawki mozna odnie$¢ do dawek stosowanych w
radioterapii.

Uzyskane wyniki przedstawiono przy uzyciu 24 czytelnych i starannie wykonanych rycin
oraz 3 tabel. Budzi moje zastanowienie zmiana stezen badanych zwigzkdow w poszczegdlnych
eksperymentach np. poczagtkowo stosowano stezenia 1,6 30 pg/ml lub 25 pg/ml co przyjeto za
stezenie optymalne. W kolejnych doswiadczeniach uzywano 6, 30 i 150 ug/ml a nawet 750 ug/ml
przy czym ostatnie dwa stezenia nie byly badane wczesniej np. pod katem cytotoksycznosci. W
kolejnych badaniach stezenia znéw wynosity 5, 10, 25 i 50 ug/ml wiec byty w zakresie poczgtkowo
stosowanych ale jednak zmienione.

Dyskusja to 11 stron tekstu, na ktérych Doktorantka omawia uzyskane wyniki i poréwnuje
je z doniesieniami dostepnymi w literaturze Swiatowej co pozwolito Autorce na wyciggniecie kilku
whnioskow, ktére zostaty przedstawione w kolejnym rozdziale pt. Podsumowanie i Wnioski.

Niewatpliwie wynikiem zastugujgcym na podkreslenie jest wykazanie, ze badane polifenole
z roslin z rodziny Rosaceae i Asteraceace, szczegdlnie z Sanguisorba officinalis, wykazujg dziatanie
radioochronne i co wazniejsze ich dziatanie jest selektywne tzn. wykazujg radioprotekcje tylko

wobec komérek prawidtowych, natomiast nie chronig komodrek nowotworowych (w tym
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przypadku komdrek K562). Spetniajg wiec kryterium radioprotektora. Doktoranta wykazata takze
ze gtdwnym mechanizmem radiochronnego dziatania badanych polifenoli jest ich aktywnos¢
antyoksydacyjna. Dodatkowg wazng informacjg jest to, ze niektdore z badanych zwigzkéw dziatajg
ochronnie, zmniejszajgc poziom uszkodzern DNA, podawane zaréwno przed napromieniowaniem,
jak i po napromienieniu.

Umieszczony na koncu spis literatury obejmuje 184 pozycje, z szerokiego okresu od roku
1947 do najnowszych danych z 2018 roku. Jednak ok 90 % prac cytowanych w rozprawie to
artykuty opublikowane po roku 2000. Sledzac najnowszg literature, doktorantka umiescita w pracy
takze dane z prac opublikowanych w latach 2017 — 2018 (ok. 10%). Co wazne, najnowsze artykuty
zostaty wykorzystane w rozdziale Dyskusja, a wiec Doktorantka poréwnuje swoje wyniki z jak
najbardziej aktualnymi doniesieniami.

Co warto podkresli¢ Autorka rozprawy jest wspétautorem pieciu artykutéw oryginalnych
opublikowanych w liczagcych sie czasopismach zagranicznych o zasiegu Swiatowym ze
wspotczynnikami IF: 2,673; 3,671; 3,671; 1,687 i 1,522 (w dwodch jest pierwszym autorem — IF
2,673; 3,671) oraz wspotautorkg dwoch artykutéw przeglagdowych wspomnianych wczesniej.
Wyniki prac byty takie przedstawiane w formie doniesien na 15 konferencjach krajowych i
zagranicznych.

Doktorantka jest takze wspoétautorem zgtoszenia patentowego — ,Zastosowanie roslinnego
$rodka przeciwutleniajgcego w ochronie przed promieniowaniem jonizujgcym”.

Praca przygotowana jest starannie, niewielka liczba bteddw stylistycznych i gramatycznych
(pomytka w numeracji ryciny 18 — jest 17, brak spacji pomiedzy wyrazami), a catos$¢ napisana jest
poprawnym jezykiem.

Podsumowujgc, praca zawiera elementy nowosci, doswiadczenia i model badawczy s3
przemyslane i zaplanowane prawidtowo, a uzyskane wyniki wnoszg nowg wiedze na temat
potencjalnego zastosowania polifenoli w radioterapii oraz komodrkowego mechanizmu ich
ochronnego dziatania. Przedstawiona do recenzji praca w petni odpowiada warunkom
stawianym rozprawom doktorskim i uzasadnia nadanie Pani mgr Magdalenie Szejk stopnia

naukowego doktora. Zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Biologii i Ochrony
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Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki

(Dz.U.nr 65, poz. 595 z pézn.zm.).

dr hab. n.med. prof. nadzw. Elzbieta Rebas

4&6/0%@ Glodmelt

tédz, 25 maja 2018

Department of Molecular Neurochemistry
Medical University of Lodz

92-215 t6dz | 6/8 Mazowiecka Str.

tel. (+ 48 42) 272 56 84 | fax. (+48 42) 272 56 79
e-mali:elzbieta.rebas@umed.lodz.pl

www.umed.pl



