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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Platosz pt. ,,Przenikanie antocyjanéw
aronii i kapusty czerwonej oraz ich metabolitéw przez barier¢ krew-plyn

mozgowordzeniowy w badaniach modelowych na owcach”

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawa formalng opracowania recenzji uchwata Rady Naukowej IRZiBZ PAN w
Olsztynie powolujgca mnie w dniu 15 grudnia 2022 r. na recenzenta rozprawy doktorskiej
mgr Natalii Platosz. Przewod zostal wszczety w obszarze nauk rolniczych, w dyscyplinie
technologia zywnosci i zywienia.

2. Uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Bariera krew-plyn moézgowo-rdzeniowy (krew-PMR), obok bariery krew-mozg jest
druga wazng barierag wystepujaca w mozgu. Stanowi ona kompilacje cech anatomicznych i
fizjologicznych utworzona w celu ochrony uktadu nerwowego. Ich zadaniem jest zapewnienie
homeostazy $rodowiska w OUN oraz ochrona przed zwigzkami toksycznymi. Z tego tez
powodu przenikalnoéé zwigzkéw biologicznie aktywnych do OUN stanowi od lat przedmiot
szeroko zakrojonych badan zaréwno in silico, in vitro jak i in vivo. Aktualny stan wiedzy na
temat zdolno$ci antocyjandw przez w/w bariery jest niepelny i zagadnienie to rodzi nadal
wigcej pytan niz odpowiedzi, stad tez podjeta przez Doktorantke tematyka badan jest bardzo
aktualna i wazna nie tylko z punktu widzenia badah podstawowych, ale rowniez, w dalsze]
perspektywie, moze mie¢ znaczenie aplikacyjne. Za szczegllnie wazne i cenne aspekty
uwazam probe odpowiedzi na pytania w jaki sposob struktura chemiczna natywnych
antocyjandéw wplywa na ich zdolno$¢ do przenikania bariery krew-PMR? Jaka jest rola liczby
1 rodzaju podstawnikéw? Czy bariera krew-PMR jest selektywna dla antocyjanéw
nieacylowanych i acylowanych fenolokwasami?

3. Ogo6lna charakterystyka rozprawy

Na rozprawe sklada sie cykl trzech publikacji wydanych w czasopismach naukowych
o lacznej punktacji MNiSW wynoszgcej 480 punktéw i sumarycznym wskazniku Impact
Factor 20,991. Dwie z prac wchodzgcych w sklad Osiggnigcia zostaly opublikowane w
Journal of Agricultural and Food Chemistry, jedna w Food Chemistry. We wszystkich




pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, W dwodch pracach jej udzial wynosi 50%, w
jednej — 42 %. Zaznaczy¢ nalezy, iz prace te sg bardzo obszerne, otrzymanie i opracowanie
wynikébw z nich zamieszczonych wymagalo olbrzymich nakladéw pracy nie tylko
analitycznej (laboratoryjnej) ale réwniez in silico.

We wstegpie, w oparciu o aktualng literature tematu, Doktorantka syntetycznie
przedstawila aktualny stan wiedzy na temat wystegpowania, wihasciwosci, aktywnosci
biologicznej oraz potencjalnej biodostepnosci zwigzkow antocyjanowych. Trafnie wskazata
na luki i postawila szereg pytan, na ktére odpowiedzie¢ ma niniejsza dysertacja. T¢ czesé
pracy oceniam bardzo wysoko, umiejetnos¢ ukierunkowanej analizy olbrzymiej ilosci
publikacji z szeroko pojetego zakresu rozprawy, jej syntezy i trafnego zlokalizowania luk w
istniejgcej wiedzy $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Celem podjetych badan bylo okre$lenie zdolnoéei antocyjandéw i ich metabolitow 11
fazy do przenikania przez barier¢ krew-PMR po dozwaczowym podaniu owcom preparatow z
aronii i kapusty czerwonej, okre$lenie zdolnosci do przenikania pochodnych cyjanidyny i ich
metabolitow II fazy przez barier¢ krew-PMR po dozylnym podaniu owcom preparatu
zawierajgcego mieszaning 3-galaktozydu cyjanidyny (Cy3gal) 1 3-diglukozydu-5-glukozydu
cyjanidyny (Cy3diG5QG) oraz ustalenie, czy struktura chemiczna antocyjanow moze wptywac
na przenikanie tych zwigzkéw przez bariere krew-PMR. Weryfikacji poddano trzy hipotezy
badawcze. Watpliwosci budzi hipoteza pierwsza, zakladajaca, iz po dozwaczowym podaniu
preparatow z aronii i kapusty czerwonej profil natywnych antocyjanéw oraz ich metabolitow
1T fazy w osoczu krwi i moczu owiec zblizony jest do profilu tych zwigzkow u ludzi.

Hipoteza ta nie znajduje odzwierciedlenia ani w celach ogélnych ani szczegétowych,
co wiecej, w dysertacji nie znajdujemy odpowiedzi, cho¢by w oparciu o dane literaturowe, na
sformutowany w niej problem. Wedlug mnie jest ona catkowicie zbedna, lub po prostu w
rozprawie brakuje pracy podejmujacej ten temat. W ocenie recenzenta postawione cele
gtéwne sg adekwatne do dwdch hipotez (2 1 3) oraz tytulu pracy. Hipoteza 1 powinna zostac
usunigta.

Realizacji postawionych celow przyporzadkowano cztery zadania badawcze. Niestety,
zadne z nich nie moglo postuzy¢ weryfikacji hipotezy 1, natomiast bardzo dobrze wpisywaly
sie w hipotezy 2 i 3.

Kolejnym rozdzialem ocenianej dysertacji sa Materialy i Metody.

O ile metody analityczne nie budza zastrzezen, metodologia jest adekwatna do
zaplanowanych badanh, watpliwosci budzi wybdr owiec jako zwierzat modelowych. W dalszej

czesci rozprawy Doktorantka sama zwraca uwagg na zasadnicze roznice w budowie przewodu
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pokarmowego owiec i ludzi, stad tez prosba o wyjaénienie tej kwestii. Jest to tym bardziej
zastanawiajgce, iz nie zaplanowano/przeprowadzono badan na ludziach potwierdzajacych
prawidlowos¢ takiego zatozenia, nie przeprowadzono rowniez studiow literaturowych, ktére
moglyby cho¢ w czedci rozwiaé pojawiajace sie¢ watpliwosci. Kolejng kwestig jest problem
aktywnosci przeciwneurogeneracyjnych antocyjanéw. Zagadnienie to pojawia si¢ jedna z
pierwszych kwestii w rozdziale Wyniki i Dyskusja. Rozumiem intencje Doktorantki, jednakze
takie sformulowanie w sposob naturalny rodzi pytanie o badania, ktore majg potwierdzic¢ taka
aktywno$¢. Tymezasem w zadnej z prac wchodzacych w sklad dysertacji nie przeprowadzono
stosownych badan, chocby in vitro (proste testy antyoksydacyjne, do ktérych mozna bylo
wykorzystac uzyskane proby osocza, PMR czy moczu oraz ekstrakty z badanych surowcow).

Pierwszym z probleméw poruszonych w tej czesci pracy jest okreslenie zdolnosci
antocyjandw i ich metabolitéw Il fazy do przenikania przez barier¢ krew-PRM po
dozwaczowym podaniu owcom preparatu z aronii bedacego przedmiotem pierwszej z prac
wchodzagcych w sktad Dysertacji. Na wstepie dokonano ilo$ciowo-jakosciowe] analizy
antocyjandw w surowcu roslinnym metoda mikro-HPLC-MS/MS wykazujgc obecno$é
czterech pochodnych cyjanidyny. Dominujgcym byt Cy3gal, ktory stanowit 68,52% calej puli
antocyjandw. Bardzo ciekawym aspektem o ktory wzbogacono badania byta ocena wpltywu
podstawnika glikozydowego w czasteczce cyjanidyny na zdolno$¢ do przenikania przez
barierg krew-PMR.

W plynach fizjologicznych owiec po dozwaczowym podaniu preparatu z aronii
zidentyfikowano 4 zwigzki natywne oraz 17 ich metabolitéw. Kilka z metabolitow II fazy
(Cysulf, mCysulf oraz trzy rézne formy mCyglcsulf) zostalo znalezione po raz pierwszy.

Autorka przeprowadzila analize wynikow w kontekscie istniejgcej literatury tematu 1
zaproponowala uzupelnienie istniejgcej w aktualnej wiedzy luki na temat mechanizmu
przenikania antocyjandw przez bariery moézgowe wskazujagc na role bilitranslokazy,
glikoproteiny P oraz uwarunkowan wynikajgcych z budowy i natury chemicznej antocyjanéw
(iloé¢ wigzan wodorowych, wystepowanie i liczba grup hydroksylowych i ugrupowan
lipofilowych). Doktorantka stwierdzita, iz po dozwaczowym podaniu aronii antocyjany byty
wchlaniane i wystgpowaty w osoczu krwi w postaci natywnej oraz w postaci metabolitow 11
fazy. Wnioskujgc po czasie identyfikacji pochodnych cyjanidyny (okoto 30 minut od podania)
wywnioskowata, iz wchlanianie antocyjandéw u owiec, podobnie jak u ludzi, zaczyna sie juz w
gornych odcinkach przewodu pokarmowego. Autorka znaczng cze$é podrozdziatu 4.1.2.1.
poswigca na omdwienie 1 wyjadnienie roznic pomiedzy procesami wchlaniania antocyjanow u

ludzi 1 owiec, thamaczac to szczegotowo 1 tym samym podwazajgc niefortunng hipoteze 1.
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Prosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do tej kwestii, zwlaszcza o wskazanie podobiefistw
w metabolizmie antocyjandéw u ludzi i owiec.

Kolejng kwestig poruszong przez Doktorantke w tej czesci dysertacji byt profil i
stgzenie antocyjanow aronii i ich metabolitbw II fazy w moczu zwierzat. Autorka
szczegblowo omawia czas pojawienia si¢ oraz profil zwigzkéw (natywnych i ich
metabolitow) w moczu zwierzat. Otrzymane wyniki wskazujg na odzwierciedlenie proceséw
metabolicznych antocyjanéw zachodzacych na poziomie wchtania do krwi i metabolizmu w
watrobie. Autorka stawia hipotezg, iz decydujacymi obszarami biotransformacji antocyjanow
sg zotgdek, jelito cienkie oraz watroba, natomiast biotransformacja zachodzaca w nerkach
jest mniej intensywna.

Ostatnim zagadnieniem tej czgsci Dysertacji jest profil i stezenie antocyjanéw aronii i
ich metabolitow 11 fazy w plynie mozgowo-rdzeniowym. Autorka stwierdzita, iz antocyjany
docieraty do PMR po dozwaczowym podaniu preparatu z aronii, a ich profil i stezenie istotnie
zmienialy si¢ w czasie. Interesujacy jest fakt, iz natywne zwiazki obecne byly w PMR w
stezeniu nizszym niz w osoczu krwi, co moze wskazywaé na a) nizsza zdolnoéé do
przenikania przez barier¢ krew-PMR zwigzkéw natywnych w pordwnaniu do ich
metabolitéw, b) natychmiastowy metabolizm natywnych antocyjandéw przez komoérki bariery,
¢) hydrolizg natywnych glikozydowych pochodnych antocyjanow w komoérkach bariery krew-
PMR. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, iz w PMR wystepujg gtdwnie metabolity II fazy.
Rzeczywiste chwilowe stezenie antocyjanéw i ich metabolitow II fazy w PRM moze
ksztaltowa¢ si¢ w wyniku zmian stezenia tych zwiazkéw w osoczu krwi, procesdw naptywu i
wyplywu przez barierg¢ krew-PMR oraz intensywnosci i kierunku metabolizmu w komorkach
barierowych.

Kolejna praca wchodzaca w sklad dysertacji dotyczy zdolno$ci antocyjanéw i ich
metabolitow II fazy do przenikania przez barier¢ krew-PMR po dozwaczowym podaniu
owcom preparatu z kapusty czerwonej. Podobnie jak poprzednio, pierwszym krokiem byta
charakterystyka jakosciowo-ilosciowa zwigzkow antocyjanowych kapusty czerwone;.

Doktorantka wykazata, iz podstawows struktura antocyjanéw wystepujacych w tym
warzywie jest nieacylowana forma Cy3diG5G, ktéra stanowila 10,3% catkowite] zawartosci
antocyjanéw. 89% stanowily natomiast mono-i di-acylowane pochodne Cy3diG5G
(osiemnageie form). Z uwagi na unikalny profil antocyjanow kapusta czerwona jest naturalna
matrycg umozliwiajgca zbadanie zaleznosci miedzy wystepowaniem acylacji w strukturach
antocyjanow a procesami zachodzgcymi w organizmie po ich spozyciu. Proba wyjasnienia

tego zagadnienia bardzo podnosi warto$¢ poznawcza pracy.



W plynach fizjologicznych owiec zidentyfikowano 34 pochodne antocyjanéw.
Glownymi natywnymi antocyjanami zidentyfikowanymi w osoczu krwi byly Cy3di G5G, Cy
3(sin)(sin)diG5G, 3-(p-kumaroilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny oraz Cy3(sin)diG5G, a
ich najwyzsze stgzenia wykryto po 1,5-2,5 godziny od podania preparatu. Pochodne
nieacylowane stanowily ponad 25%, a pochodne acylowane prawie 75% wszystkich
antocyjanéw natywnych wystepujacych w osoczu krwi. Przewage pochodnych natywnych
zaobserwowano po 0,5-4 h po podaniu, w drugim okresie (4,5h) odnotowano podobny udziat
natywnych antocyjanéw i ich metabolitow II fazy, natomiast po 5-10 h po podaniu ponad
87% antocyjanow wystepowalo w postaci metabolitéw II fazy. Po 10 godzinach od podania
preparatu stgzenie antocyjanow w osoczu krwi owiec wyniosto 17.03 nmol/L. w poréwnaniu
do maksymalnego stezenia 45.89 nmol/L zaobserwowanego po 7,5 h po podaniu preparatu.

Pochodne nieacylowane stanowily okoto 40%, natomiast acylowane prawie 60%
zwigzkéw natywnych wystgpujacych w moczu owiec. Dominujacymi formami byly zwiazki
deglukozylowane (95%) i glukuronidowane (82%). Formy metylowane stanowity 46% a
siarczanowane 1%. Podobnie jak w przypadku osocza krwi, w moczu owiec ujawniono trzy
stadia 0 odmiennym stosunku form natywnych do metabolitéw II fazy. Antocyjany natywne
w przewadze wystepowaly do 3 h po podaniu preparatu, péznej dominowaly metabolity II
fazy. Wykazano, iz ksztalt, zakres i profil wydalania antocyjanéw z moczem w znacznym
stopniu odzwierciedla dane opisane dla osocza krwi. Co wiecej, podobne zjawisko
zaobserwowano po podaniu preparatu z aronii.

Na podkreslenie zastuguje fakt, iz po raz pierwszy opisano obecno$é 12 pochodnych
cyjanidyny w PMR owiec po dozwaczowym podaniu kapusty czerwonej. Co ciekawe, w
PMR wykryto tylko jeden zwiazek natywny — Cy3G5G. Nie znaleziono natomiast w nim
Cy3diG5G oraz acylowanych pochodnych cyjanidyny. Sposrod 17 metabolitéw fazy II
(pochodnych cyjanidyny) zidentyfikowanych w osoczu krwi, az 11 wykryto réwniez w PMR,
przy czym ich profil i stgzenie zmienialy si¢ istotnie w czasie. Zaréwno w osoczu krwi jak i w
PMR najczesciej przewazaly pochodne deglukozylowane, nastepnie metylowane oraz
glukuronowane. Analizujac otrzymane wyniki Doktorantka poddaje pod dyskusje dwa
mozliwe wyjasnienia tego stanu rzeczy konkludujgc, iz acylowane pochodne cyjanidyny nie
miaty mozliwosci przenikniecia przez bariere krew-PMR, podczas gdy zwiazki nieacylowane
swobodnie jg pokonywaly. Podsumowujac stwierdza, iz tylko nieacylowane pochodne
antocyjandéw byly obecne w PMR, co jednoznacznie wskazuje na fakt, iz bariera krew-PMR

jest selektywna dla poszczegdlnych antocyjanow.




Ostania z prac wchodzacych w sklad Dysertacji dotyczy badan zawartosci 3-
galaktozydy cyjanidyny oraz 3-diglukozydu cyjanidyny i ich metabolitow II fazy w ptynach
fizjologicznych owiec. Po dozylnym podaniu mieszaniny tych zwigzkow zidentyfikowano 19
pochodnych. Maksymalne stezenia pochodnych cyjanidyny we wszystkich badanych ptynach
fizjologicznych wystgpilo w ciggu 2 godzin od podania preparatu. Uzyskane wyniki
wykazaly, iz pochodne cyjanidyny obecne w osoczu krwi, moczu i PMR byly reprezentowane
gtownie przez metabolity II fazy. Za szczegdlnie wartoSciowe uwazam dane dotyczace
mozliwych $ciezek biotransformacji zwigzkow natywnych i poréwnanie zdolnosci 3-
galaktozydu cyjanidyny 1 3-diglukozydu 5-glukozydu cyjanidyny oraz ich metabolitow II fazy
do przenikania przez barier¢ krew-PMR. Ta czes$¢ pracy potwierdza duza wiedze Doktorantki
oraz jej wyjatkowg wnikliwosé. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje wrecz imponujaca
umiejetno$¢ Doktorantki dokonywania tworcze] analizy 1 syntezy istniejace] wiedzy,
wnikliwej dyskusji, stawiania probleméw i formulowanie ich prawdopodobnych wyjasnien.
Wtasnie dyskusje wynikéw badan uwazam za najbardziej warto§ciowg cze$¢ przedstawionej
do oceny Dysertacji, wskazuje ona bowiem na duzag dojrzalo$¢ naukowg oraz perfekcyjne
opanowanie warsztatu naukowego przez tak mtoda osobe jaka jest pani mgr Natalia Platosz.

Praca podsumowana jest dziewigcioma wnioskami, z ktorych wigkszos¢ logicznie
wynika z przeprowadzonych badan. Zastrzezenia budzg dwa wnioski — pierwszy i ostatni.
Whniosek nr 1 stwierdzajgcy iz aronia i1 kapusta czerwona sg bogatym zrodtem antocyjanow
jest zbyt lakoniczny i1 nie wnosi warto$ci do Dysertacji. Fakt ten jest znany od lat i nie
wymaga przeprowadzania badan zawartych w ocenianej pracy. Bez szkody dla calosci
rozprawy moglby zosta¢ pominigty, ewentualnie doprecyzowany — przyktadowo — aronia i
czerwona kapusta sa bogatym Zrodiem biodostepnych antocyjanéw zdolnych do przenikania
bariery krew-mozg i krew PRM w badaniach modelowych.

Whiosek 9 nie wynika z badan przeprowadzonych przez Doktorantke 1 nie znajduje
odzwierciedlenia w zadnej z opublikowanych prac; nie potwierdzila Ona wiasciwosci
przeciwutleniajacej zardwno zwigzkéw natywnych jak 1 ich metabolitéw wystepujacych w
badanych ptynach fizjologicznych owiec. Oczywiscie stwierdzenie zawarte we wniosku jest
prawdopodobne, jednak zadnym miejscu dysertacji nie poruszono tematyki aktywnos$ci
przeciwutleniajacej, wigc opiera si¢ tylko na przestankach literaturowych.

Whniosek koncowy

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii Platosz pt.
»Przenikanie antocyjanow aronii i kapusty czerwonej oraz ich metabolitow przez bariere

krew-plyn moézgowordzeniowy w badaniach modelowych na owcach™ stanowi oryginalne
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rozwigzanie problemu badawczego i spelnia wymagania stawiona rozprawom doktorskim
okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.), zgodnie z ustawg dnia 20 lipca 2018
roku. Zgodnie z przepisami wprowadzajacymi — Prawo o szkolniciwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2018 poz. 1668 z pézn. zm.) i rozporzgdzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 20-go wrze$nia 2018 roku. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych
oraz dyscyplin artystycznych. Zwracam si¢ zatem do Rady Naukowej Rady Naukowej
IRZiBZ PAN w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr Natalii Platosz do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Uonno Gadidi- Dele




