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Rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Domzalskiej

zatytulowanej:

Wplyw ostrego stanu zapalnego na aktywnos¢ } -glukuronidazy
oraz steienie kwercetyny i jej metabolitow w splocie naczyniéwkowym,

krwi i plynie mézgowo-rdzeniowym

Opis formainy rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Domzalskiej wykonana zostata
w Zakladzie Lokalnych Regulacji Fizjologicznych Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, pod kierunkiem promotora Pani prof. dr hab. n. wet. Janiny
Skipor-Lahuta, oraz promotora pomocniczego dr Aleksandry Szczepkowskiej. Tematem prezentowanej
pracy doktorskiej jest wyjasnienie ewentualnego wplywu ostrego stanu zapalnego wywolanego
podaniem liposacharydu (LPS) na aktywno$¢ B-glukuronidazy oraz stezenie kwercetyny 1 jej
metabolitéw w splocie naczynidwkowym, krwi i plynie mézgowo-rdzeniowym.

W ostatnich latach obserwuje si¢ zintensyfikowanie badan dotyczacych interakeji zachodzgeych na
poziomie o$rodkowego ukfadu nerwowego (OUN) pomiedzy uktadami regulujacymi kluczowe procesy
konieczne dla prawidlowego funkcjonowania organizmu. Wiele badafi dotyczy niezwykle istotnej
kwestii  wspoltdziatania ukladu nerwowego i immunologicznego. Wszelkie zaburzenia w
zréwnowazonym wspoéldzialaniu tych ukladow moga prowadzi¢ do powaznych schorzef organizmu.

Z drugiej strony narastajgcym problemem staje sie nasilenie choréb cywilizacyjnych, czesto
spowodowanych nieodpowiednig dieta i narastajace zjawisko antybiotykoopornosci, ktore moze sie staé
w najblizszej przysztosci zagrozeniem globalnym. Wzrost liczby oséb w podesztym wieku, a co z tym
zwiazane wzrost odsetka osdb dotknigtych chorobami neurozwyrodnieniowymi jest ogromnym
problemem spolecznym, jak réwniez ekonomicznym. Stad przeciwdzialanie lub/i spowalnianie
procesow mneurodegeneracyjnych jest obecnie jednym z najwazniejszych wyzwan wspolczesnej

neurobiologii.




Przyczynia si¢ to szczegdlmie w ostatmich latach do zwigkszonego zainmteresowania
prozdrowotnymi wlasciwoSciami ro§lin i ich wiérnych metabolitow. Jedng z intensywnie badanych
grup wtormych metabolitéw roslinnych sa zwiazki fenolowe, a gléwnie flawonoidy, charakteryzujace
si¢ silnymi wiasciwodciami przeciwutleniajgcymi. Kwercyntyna, zwigzek nalezacy do grupy
flawonoidow jest w ostatnich latach w centrum zainteresowania wielu badaczy ze wzgledu na bardzo
silne dziatanie antyoksydacyjne, przez co ma zdolnos¢ wspierania wiasciwosci obronnych organizmu i
chroni przed dzialaniem wolnych rodnikow tlenowych. Ponadio moze by¢ takze potencjalnym
zwiazkiem zapobiegajacym nowotworzeniu, ma zdolno$¢ wywolywania apoptozy komdrek
nowotworowych, jak i hamowania podziatow komoérkowe. Wlasciwosci przeciwzapalne kwercetyny
maja dobroczynny wplyw na naczynia krwiono$ne, obnizajg cis$nienie i chronig organizm przed
powstawaniem miazdzycy, powodujac Ze jest rozwazana jako naturalny lek zapobiegajacy takim
chorobom cywilizacyjnym jak udary i zawaty

Jednym z najwazniejszych warunkéw prozdrowotnego dzialania kwercentyny jest jej oczywiscie jej
biodostepnosé. Jako zwigzek lipofilny jest raczej trudno rozpuszezalna w wodzie natomiast rozpuszcza
sic w thuszczach a takze w alkoholu. A zatem na zawartos$¢ kwercetyny w ludzkim organizmie wplywa
przede wszystkim rodzaj pozywienia, dlatego warto wigczy¢ do diety produkty
o duzej jej zawartosci. Zwiazek ten wystepuje tez w wicls rodlinach od lat wykorzystywanych
w medycynie ludowej jak: skrzyp polny, rumianek, gryka, dziurawiec, ruta, kasztanowiec, gtog czy
czarny bez. Duze ilosci kwercetyny znajdujg sie w herbacie, propolisie, miodzie oraz w czerwonym
winie.

Na przestrzeni ostatmich kilku lat pojawily sie badania dotyczace neuroprotekcyjnego dziatania
kwercentyny na poziomie OUN. Miedzy innymi wykazuje ona dzialanie antyamyloidogenne, podnosi
ilos¢ acetylocholiny w neuronach cholinergicznych OUN, ponadto usprawnia funkeje motoryczne po
urazach rdzenia krggowego, zwieksza plastycznos¢ synaps i spowalnia objawy choroby Alzheimera,
wptywa tez na funkcje poznawcze i sie¢ zdolnos¢ uczenia i zapamigtywania. Podsumowujac,
kwercyntyna moze w przysziodci by¢ wykorzystana w leczeniu wielu choréb neurodegeneracyjnych.

Kliuczowe dla neuroprotekcyjnego dzialania kwercyntyny jest jej stezenie w mdzgu, a szczegdlnie
od stezenia jej wolnej formy aglikonu kwercyntyna, wykazujacego najsilniejsze  wiasciwosci
przeciwutleniajace. Jest ono regulowane najprawdopodobniej na poziomie barier mézgowia: bariery
krew-mozg i bariery-krew plyn moézgowo-rdzeniowy, zlokalizowanej w nablonku splotu
naczyniowkowego (SN) komdr mozgu. W plynie ptyn mézgowo-rdzeniowym owiec, otrzymujacych
zawiesine tusek cebuli, kwercyntyna w az 88% wystepuje w postaci aglikonu Q 1 jej biologicznie
aktywnej metylowanej pochodnej — iR, posiadajgcej zdolnos¢ dyfuzji przez blony komérkowe. W krwi
natomiast kwercyntyna wystepuje gléwnie jako glukuronid - stabilna forma shuzacg do transportu z
krwia do tkanek. Fakt ten $wiadczy o lokalnej dekoniugacji i uwolnienin aglikonu ktory moze

przechodzi¢ przez bariery mozgowia.




I. Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa to monografia stanowaca zwarte opracowanie liczace 137 stron.
Rozprawa napisana zostala zgodnie z ogoélnie obowigzujagcym schematem opracowania rozpraw
naukowych i zawiera nastepujace rozdziaty: Wstep (20 stron), Cel pracy (2 strony), Materiaf i Metody
(40 stron), Wyniki (23 stron), Dyskusja (12 stron), Podsumowanie (2 strony) i Wnioski (1 strona). Praca
zawiera takze objasnienia uzytych w pracy skrétéw, oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

W prezentowanej dysertacji zamieszczono, 12 tabel i az 42 rysunki (w tym sze$¢ bardzo starannie
wykonanych przejrzystych schematow odnoszacych sie do fresci wstepu). Wstep jest szczegbtowo i
bardzo dokladnie napisana czeécia pracy wprowadzajaca czytelnika w tematyke prowadzonych badan,
podzielony zostat na cztery rozdzialy znacznie ulatwiajgce czytanie obszernego tekstu. W rozdziale tym
Autorka zapoznala nas z dotychczasowym stanem wiedzy na temat budowy i roli flawonoidow,
przedstawita szczegélowa charakterystyke badanej substancji czynnej, kwercyntyny oraz przedstawifa
informacje dotyczace budowy i funkcjonowania barier mézgowia, czyli bariery krew-mozg oraz bariery
krew-plyn-mézgowo-rdzeniowy.

W dalszej czesci pracy Autorka w jasny sposob przedstawita Cel pracy i hipoteze badawcza.
Postawiona hipoteza badawcza zaldada, Ze ostry stan zapalny:1) zwicksza ekspresje B-glukuronidazy w
splocie naczynidéwkowym 1 jej aktywno$¢ w splocie naczynidwkowym i w plynie mézgowo-
rdzeniowym; 2} wptywa na kumulacje glukuronidu kwercetyny w splocie naczyniéwkowym oraz na
stezenie kwercetyny i jej metabolitow w plynie moézgowo-rdzeniowym.

Nastepnie Autorka przedstawila logiczny sposob zweryfikowania przedstawionej hipotezy
badawcze] poprzez zaplanowanie szczegolowych zadan badawczych. Dotyczyly one na okredlenia
wplywu stanu zapalnego na: 1) ekspresje genu kodujgcego B-glukuronidaze oraz aktywnosé B-
glukuronidazy w splocie naczyniéwkowym (in vive) i w komorkach nablonka splotu naczyniowkowego
(in vitro), 2) aktywno$¢ f-glukuronidazy w osoczu krwi, plynie mézgowo-rdzeniowym i w medium z
hodowli komérek nablonka splotu naczynidwkowego, 3) kumulacje glukuronidu w splocie
naczyniowkowym i w komorkach nablonka splotu naczyniéwkowego oraz 4) stezenie kwercyntyny i
jej metabolitéw w krwi i plynie mézgowo-rdzeniowym po podaniu dozylnym glukuronidu kwercentyny.

Realizacj¢ zaplanowanych zadan badawczych umozliwilo pig¢ starannie zaplanowane doswiadczen.
Badania przeprowadzono w warunkach in vive na modelu owcy z wykorzystaniem techniki cyklicznego
pobierania ptynu mézgowo-rdzeniowego oraz w warunkach in vitro na komdérkach nablonka splotu
naczynidéwkowego szczura i linii komérek nabtonka splotu naczyniowkowego cziowieka.

Rozdziat Materiaty i Metody zostal przedstawiony bardzo szezegétowo, wskazujge na znajomosé
licznych technik badawczych. Zostal opisany dokladnie, wyczerpujaco i klarownie, w sposéb zgodny z
przyjetymi dla prac naukowych zasadami.

W rozdziale Wyniki oprocz opisu stownego uzyskane rezultaty zostaly udokumentowane w postaci
wykresow i zdjgé. Duza ilo$¢ wykorzystanych metod analitycznych i bogaty material dodwiadczalny

zebrany zaréwno w doswiadczeniach ex vivo jak i in vitro pozwolil na uzyskanie wielu oryginalnych




i wartodciowych wynikdw, ktére zostaly przedstawione i opisane w sposéb jasny 1 precyzyjny. Na
uwage zasluguje niezwykle staranne przygotowanie wykreséw przedstawiajacych rezultaty
poszczegolnych doswiadczen. Wyniki te stanowiz bogaty material Zrodlowy, o nowatorskim
charakterze.

W obszernej i szczegdlowej Dyskusji Doktorantka oméwila uzyskane w pracy wyniki na tle
dotychczasowych danych w $wiatowym piSmiennictwie. Autorka licznie cytuje najnowsze
pismiennictwo, a dyskusja jest przeprowadzona w sposob dowodzacy znajomosci literatury, swiadczacy
o doglebnym zapoznaniu sie z prezentowanym zagadnieniem.

Prace koficza rozdziaty Podsumowanie i Wnioski, w ktérym zestawiono uzyskane przez Doktorantke
wyniki.

Ostatnia czescia pracy jest spis literatury zawierajacy 209 pozycii, jedna co rzadko spotykane jest
z 1885 roku.

Przedstawiona praca dokiorska wykonana zostala w ramach projektu Konsorcjum Naukowego
KNOW ,.Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”. Autorka otrzymala stypendium finansowane ze
$rodkow dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”, decyzja

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW?2/2015

2. Pytania i uwagi
Moim zdaniem, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wpisuje sie w aktualne trendy
badawcze dotyczace wyjasnienia molekularnych podstaw interakeji ukladu nerwowego i
immunologicznego Dostrzeganie obok atutow takze usterek czy mankamentéw jest jednym z
obligatoryjnych zadan recenzenta. Dlatego tez, mimo iz generalnie prace oceniam wysoko, musze takze
wskaza¢ na pewne uchybienia, aczkolwiek w przedstawionej pracy jest ich niewiele. Nie maja one
rowniez znaczenia moggcego obnizy¢ duzg wartos¢ merytoryczng pracy. Czes¢ uwag ma charakter
dyskusyjny, czeé¢ to zapytania kierowane do Autorki pracy 1 wreszcie niektore to drobne usterki

stylistyczne i redakeyjne.

¢ Ponadnormatywna ilo$¢ skrétdw szczegdlnie w Streszezeniu pracy wplywala na plynnoé¢ narracji
i utrudniata czasami percepcjg tekstu. Moze jednak ryzykujac wydhuzenie tekstu pracy mozna byto
z niektorych zrezygnowad i uzywac pelnej nazwy badanych zwiazkow.

e Szkoda, ze Autorka pracy nie pokusila si¢ o uporzadkowanie obszernej (12 stron) i bardzo
szezegdtowej dyskusji poprzez podzielenie jej na czedei poswigcone najwazniejszym problemom
zwigzanym z tematem pracy (podobnie jak uczynila to we Wstepie). Przy tak duzej liczbie danych
ufatwitoby to czytanie tekstu. Oczywiscie punkt widzenia Autora pracy moze by¢ odmienny niz
moj, stad tez chetnie ustysze komentarz.

e Jak wspomniatam Autorka bardzo dokladnie opisuje metodyke pracy, zabraklo mi jednak
informacji na temat stam fizjologicznego zwierzat. W pracy jest informacja ,,Badania zostaty

przeprowadzone na dorostych samicach owiec rasy mieszanej (wiek: 3-7 lat, masa ciala (mc.): 50-




80 kg. Czy zwierzeta byly poddane owariektomii, czy moze zastosowano synchronizacje, czy tez
zwierzeta znajdowaly sie w okresie anestrus. Niejednorodno$é grupy mogla przyczynié sie do
wigkszych roznic w uzyskanych wynikach np. "W badaniach zaobserwowano, ze u owiec ze
stanem zapalnym, stezenie Q3GA w osoczu krwi w 30. minucie od jego podania bylo wyzsze
(4rednio 675 + 458 nmol/L), niz u owiec kontrolnych (210 + 180 nmol/L)” — bardzo duze
odchylenia.

® W przedstawionej pracy badania przeprowadzono w warunkach in vivo na owcach oraz w
warunkach in vifre na komoérkach nablonka splotu naczynéwkowego szczura. Czy rozwazata Pani
mozliwo$¢ wykonania badan in vitro réwniez na materiale pobranym od owcy.

e W pracy stwierdzono “Model owczy wybrano z uwagi na stabilnosé¢ struktury czaszki
umozliwiajacg implantacje kaniul do o$rodkéw w mozgn”. Czy moglaby Pani blizej wyjasni¢ to
stwierdzenie

e W dokladnym wykazie skrotéw zabraklo jednego z wainigjszych a mianowicie SN-splot
naczyniéwkowy, pojawila si¢ tez drobna niekonsekwencja w nazwie linia komérek brodawczaka
nabtonka splotu naczynidwkowego cztowieka.

e W czesci Wnioski stwierdzono ” glukuronid Q@ kumuluje sig na powierzchni komérek nabtonka
SN, a ostry stan zapalny nie wplywa na jego kumulacje”™ Czy mogtaby Pani objasni¢ doktadniej ten
wniosek.

3. Merytoryczne aspekty i atuty pracy
Duzym walorem pracy jest dojrzale i szczegdlowe podejscie do rozwigzania podjetego tematu
badawczego. Wyraza si¢ ono migdzy innymi wykorzystaniem w pracy zaréwno trudnych technicznie i
czasochlonnych do$wiadczen in vivo na durzych zwierzetach jak i technik in vitro, miedzy innymi
hodowli komérek nablonka splotu naczynidwkowego jak i zastosowaniem wielu nowoczesnych a
zarazem pracochtonnych technik analitycznych. Do realizacji zalozonych badan doktorantka
wykorzystata metody testow MTT i LDH, pomiary metodg HPLC i kolorymetryczng, metody izolacji

RNA i reakcji odwrotnej transkrypeji (RT-PCR), techniki immunohistochemiczne, co pozwolito na

maksymalne wykorzystanie materiatu biologicznego pochodzacego zaréwno z doswiadezen
prowadzonych in vivo jak i in vitro. Tak duza iloé¢ zastosowanych technik analitycznych i podjety w
pracy problem naukowy §wiadcza o szerokiej wiedzy Doktorantki zaréwno w zakresie znajomodci
warsztatu metodycznego jak wiedzy z zakresu neurologii 1 immunologii. Uzyskane podczas realizacji
pracy wyniki swiadcza o tym, Ze w zrealizowano zaloZzone zadania badawcze majace na celu okreslenie
wplywu ostrego stanu zapalnego wywolanego podaniem liposacharydu (LPS) na aktywnos¢ p-
glukuronidazy oraz stezenie kwercetyny i jej metabolitéw w splocie naczyniéwkowym, krwi i plynie
mozgowo-rdzeniowym. Doktorantka ciekawie dyskutuje uzyskane rezultaty badan w $wietle literatury
naukowej zamieszczane] w renomowanych czasopismach, odnoszge sie do badan prowadzonych w

o$rodkach zagranicznych, jak réwniez w rodzimym Instytucie.




4. Whioski kovicowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Domzalskiej stanowi istotng pozycje naukowa w
obszarze fizjologii z ukierunkowaniem na interakcje ukladéw nerwowego i immunologicznego w
osrodkowym ukladzie nerwowym. Podjgta tematyka wpisuje si¢ w nowoczesne trendy badawcze, a
uzyskane rezultaty wzbogacaja w sposdb znaczacy dotychczasowa wiedze. Przeprowadzenie
prezentowanych badaf wymagalo zastesowania skomplikowanych | trudnych  procedur
doswiadczalnych a takze duzego nakladu pracy. Z pelnyin przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona
do oceny praca doktorska prezenfuje wysoki poziom naukowy, a Autorka wykazala sie dobrym
opanowaniem warsztatu badawczego i1 znajomoscia najnowszego piSmiennictwa z zakresu tematyki
prowadzonych badan.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa zatytulowana: ,,Wplyw ostrego stann zapalnego na
aktywno$¢ Q-glukuronidazy oraz stgiemie kwercetyny i jej metabolitéw w splocie
naczyniowkowym, krwi i plynie mézgewo-rdzeniowym” spelnia zatem wszystkie wymagania
okreslone w Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w
Zakresie Sztuki z dnia 14.03. 2003 . (Dz.U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595, wraz z pOZniejszymi
zmianami), jak rowniez zapisy Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz.U. z 2018r. poz. 1668)
stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzhu z powyiszym zwracam si¢ do Rady Naukowej
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie z prosba o
dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Domzalskiej do da!szych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wrzgledu na bardzo wysoka warto$€é meryforyezng pracy i istotng mysl

naukows w niej zawarta wnioskuj¢ o wyréinienie pracy.
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