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PRACY DOKTORSKIEJ MGR MALGORZATY DOMZALSKIE)

wykonanej w Zaktadzie Lokalnych Regulacji Fizjologicznych, Instytutu Rozrodu Zwierzgt
i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie,
pod opieka naukowa Pani prof. dr hab. n. wet. Janiny Skipor-Lahuta i promotora pomocniczego
Pani dr Aleksandry Szczepkowskiej
R
WPLYW OSTREGO STANU ZAPALNEGO NA AKTYWNOSC B-GLUKURONIDAZY
ORAZ STEZENIE KWERCETYNY | JEJ METABOLITOW W SPLOCIE NACZYNIOWKOWYM,
KRWI | PEYNIE MOZGOWO-RDZENIOWYM

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci PAN w Olsztynie podjety w dniu 23 marca 2021 roku, na podstawie art. 179 ust. 2 i 3 Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r. — Przepisy wprowadzajgce — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018
r., poz. 1669) w zw. z art. 20 ust. 5 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz
0 stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003, Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.)

Uwagi ogdlne

Przedstawiona do oceny praca to manuskrypt liczacy 137 stron z wyd:zielonymi dziewiecioma
czgéciami - rozdziatami. Pierwsza stanowi Wstep, poprzedzony Wykazem skrotéw, Streszczeniem w
jezyku polskim i angielskim. Na 22-stronach Wstepu Autorka bardzo przejrzyscie przedstawita
tematyke swojej pracy w tym charakterystyke flawonoidéw ze szczegélng uwaga zwrdcong na
kwercetyng, kolejno oméwita bariery moézgowia: bariere krew-mdzg (k-m) i krew-ptyn moézgowo-
rdzeniowy, kazdy podpunkt Wstepu zaopatrzony zostat w ryciny, ktére bardzo pomagajg w dobrym
zrozumieniu tematu, ze wzgledu na ich czytelnos¢ i ilustratywnoéé. Nastepnie, Doktorantka w Celu
pracy zaprezentowata hipoteze badawczg i stuzace jej weryfikacji zadania badawcze. Rozdziat Il to
Materiaty i Metody w ktérych znajdziemy podpunkt dotyczacy zwierzat wykorzystanych w
doswiadczeniach, opis hodowli komdrkowych, nastepnie doktadne przedstawienie przebiegu
poszczegdinych doswiadczeri odpowiadajgcych wyznaczonym weczesniej zadaniom badawczym, opis
metod analitycznych i techniki immunocytochemicznej. Rozdziat ten wiericzy analiza statystyczna.
Czwarta czg$¢ pracy to omowienie uzyskanych wynikéw z podziatem na wydzielone wczesniej 4
zadania badawcze. Pomiedzy stronami od 100 do 111 zawarta jest Dyskusja nad wynikami pracy,
nastgpnie Podsumowanie i Wnioski. Literatura to 209 pozycji, z ktérych 73% pochodzi z XXI w., a
podkreslam to dlatego, ze wsrod pozycji literaturowych znajdziemy prace z 2021 roku, ale takze
pozycje z 1885, 1900, 1906, 1909, czy 1941 r., co swiadczy o bardzo duzej wnikliwosci Doktorantki w
opracowaniu tematu pracy. Ostatnig czescig pracy jest Wykaz Rycin (42) i Tabel (13). Badania do pracy



doktorskiej zrealizowano w ramach projektu Konsorcjum Naukowego KNOW ,Zdrowe Zwierze —
Bezpieczna Zywnos¢”.

Flawonoidy to jedna z najliczniejszych grup zwigzkow polifenolowych. Ze wzgledu na
molekularng budowe podzielono je na flawonole, flawony, flawanony, flawanonole, izoflawony,
katechiny i antycyjanidyny. Flawonolem powszechnie wystepujacym w pozywieniu jest kwercetyna
(3,5,7,3,4" pentahydroksyflawon). Jej obecnosc potwierdzono w wielu produktach spozywczych
pochodzenia roslinnego. W naszym organizmie podlega ona szybkiemu metabolizmowi i réwnie szybko
jest usuwana, zatem jej biodostepnos¢ jest zalezna od naszej diety. Dotychczas w przyrodzie
zidentyfikowano ponad 140 jego form, natomiast najczesciej wystepuje jako O-glikozyd badz wolny
aglikon.

Aktywnos¢ biologiczna zwigzkow polifenolowych zalezy w duzej mierze od stopnia ich
przyswajalnosci w przewodzie pokarmowym. Z kolei szybkosc i wydajnos¢ absorpcji jelitowej sa
zdeterminowane strukturg chemiczng danego zwigzku. Aglikony moga ulega¢ wchianianiu na drodze
dyfuzji biernej, natomiast glikozydy ulegaja wczesniejszej hydrolizie enzymatycznej w jelicie. Istotny
wptyw na biodostepnosé zwigzkdw polifenolowych ma mikroflora jelitowa zdolna do metabolizowania
polifenoli z udziatem wytwarzanych przez bakterie enzyméw, takich jak B-glukozydaza, pB-
glukuronidaza i hydrogenazy. Flawonoidy wykazuja zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo,
dziatanie przeciwutleniajgce/antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, przeciwmiazdzycowe, anty-
agregacyjne, spazmolityczne, moczopedne, detoksykujace, przeciwarytmiczne, hipotensyjne, a przede
wszystkim przeciwzapalne. '

Objawy ostrego stanu zapalnego zostaly po raz pierwszy opisane przez rzymskiego uczonego i
encyklopedyste Aureliusza Celsusa (25 p.n.e. — 50 n.e.). W jedynym zachowanym do naszych czaséw
dziele ,De Medicina” opisat on cztery kardynalne objawy ostrego zapalenia, zwane niekiedy tetrada
Celsusa: bél, zwiekszong temperature, zaczerwienie i obrzek. Pigty objaw stanu zapalnego — utrata
funkcji i uszkodzenie narzadu zostat dodany nieco péiniej, prawdopodobnie przez greckiego lekarza i
filozofa Galena (129 — 200 n.e.). Stres to ogot zmian fizjologicznych o charakterze przystosowawczym,
ktére stuzg obronie organizmu. Wiele lat temu rozpoznano, ze stres immunologiczny dziata hamujaco
na szereg procesow w organizmie, stad wcigz trwajg poszukiwania czynnikéw tagodzacych stres —
protekcyjnych, dziatajacych na roznych poziomach organizmu. Kwercetyna moze dziata¢ ochronnie na
komorki osrodkowego uktadu nerwowego zapobiegajac szkodliwemu dziataniu stresu oksydacyjnego i
stanow zapalnych. Neuroprotekcyjne dziatanie kwercetyny zalezy od jej stezenia w mozgu, ktore
regulowane jest na poziomie bariery k-m i bariery-krew ptyn mozgowo-rdzeniowy (ptyn m-r),
zlokalizowanej w nabtonku splotu naczynidwkowego (SN) komér mdzgu, np. w ptynie m-r owiec,
ktorym dozwaczowo podano zawiesine tusek cebuli, kwercetyna wystepuje gtéwnie w postaci aglikonu
i jej biologicznie aktywnej metylowanej pochodnej — izoramnetyny, natomiast glukuronid kwercetyny i
glukuronid izoramentyny stanowia okoto 12%, co wskazuje na przechodzenie tych zwigzkow przez
bariery mézgowia, oraz na mozliwog¢ lokalnej dekoniugacji glukuronidéw.

Recenzja szczegétowa

1. Hipoteza badawcza i Cel pracy: Hipotezg badawczg przedstawionej do recenzji pracy byto
rozpoznanie czy: ostry stan zapalny wywotany liposacharydem (LPS) stymuluje aktywnos$¢ pB-
glukuronidazy w krwi, aktywuje makrofagi, jak rowniez zwieksza ekspresje chemokin w SN, co moze
prowadzi¢ do wzrostu naptywu komorek uktadu odpornosciowego i tym samym potencjalnie zwieksza
mozliwos¢ lokalnej dekoniugacji glukuronidu kwercetyny w SN i w ptynie m-r, a cow konsekwencji moze
prowadzi¢ do wzrostu stezenia aglikonu kwercetyny w ptynie m-r.

W celu weryfikacji powyiszej hipotezy Autorka pracy wyznaczyta cztery szczegétowe zadania
badawcze: 1. okre$lenie wptywu ostrego stanu zapalnego na ekspresje genu kodujgcego glukuronidaze
GUSB oraz aktywno$¢ B-glukuronidazy w SN (in vivo) i w komérkach nabtonka SN (in vitro); 2.
okreslenie wptywu ostrego stanu zapalnego na aktywnogé B-glukuronidazy w krwi, ptynie m-r i w
pozywce z hodowli komérek nabtonka SN; 3. okreélenie wptywu ostrego stanu zapalnego na kumulacje
glukuronidu kwercetyny w SN i w komdrkach nabtonka SN i 4. okreélenie wptywu ostrego stanu



zapalnego na stezenie kwercetyny i jej metabolitéw w krwi i w ptynie m-r, po dozylnym podaniu
glukuronidu kwercetyny.

Weryfikacja hipotezy badawczej zostata zrealizowany poprzez:

- zbadanie wptywu ostrego stanu zapalnego wywotanego LPS (400 ng/kg m.c.) w grupie 12 maciorek
vs. do 12 owiec z grupy kontrolnej, ktérej podano s6l fizjologiczna. Po kolekcji krwi, owce poddano
eutanazji w 3, 8 i 14 h po podaniu LPS/NaCl, a nastepnie przeprowadzono analize ekspres;ji
wytypowanych genow i aktywnosci B-glukuronidazy w SN;

- okreslenie wptywu podania dozylnego 16 maciorkom z zaimplantowanymi kaniulami do Il
komory mozgu soli fizjologicznej, nastepnie po 3h glukuronidu kwercetyny w r-rze soli fizjologiczne;.
Kolekcje krwi prowadzono przez 11 i dodatkowo 30 min. po podaniu glukuronidu kwercetyny. Ponadto
pozyskiwano ptyn m-r przez 11 h przy pomocy pompy strzykawkowej (doswiadczenie przeprowadzono
2-krotnie w odstepie 2 tygodni);

- podanie 10 maciorkom LPS, a po 3 h glukuronidu kwercetyny w r-rze soli fizjologicznej. Pobory
prob krwi i ptynu m-r przeprowadzono analogiczne jak w poprzednim doswiadczeniu. W osoczu krwi i
w ptynie m-r okreslano stezenie kwercetyny i jej metabolitow metodg HPLC-MS/MS oraz aktywnosé B-
glukuronidazy metoda kolorymetryczna;

- zbadanie kumulacji glukuronidu kwercetyny w SN pod wplywem ostrego stanu zapalnego w
grupie 3 maciorek, ktérym podano dozylnie LPS, a po 3h glukuronid kwercetyny vs. grupy kontrolnej, w
ktorej owcom podano analogicznie r-r soli fizjologicznej i glukuronid. Kolekcje krwi prowadzono co
godzine przez okres 5 h. Pozyskany SN z mozgu zamrozono w cieklym azocie i przechowywano w temp.
-80°C do czasu przeprowadzenia dalszych analiz, oznaczenia stezenia kwercetyny i jej metabolitow
metodg HPLC- MS/MS.

- wyboér modelu in vitro (hodowla pierwotna nabtonka SN szczura, linia komérkowa PCP-R, linia
HIBCPP — modele bariery krew-ptyn m-r) pozwalajgcego na ocene reakcji komérek na wywotanie
ostrego stanu zapalnego w wyniku podania LPS poprzez analize gendw markerowych zapalenia
(ekspresja gendw chemokin: Cxcl1, IL6, IL8) w komorkach. Ze wzgledu na brak odpowiedzi LPS
komarek linii PCP-R wykluczono ja z dalszych doswiadczen. Zywotno$¢ komérek nabtonka SN szczura w
obecnosci LPS oraz komérek linii HIBCPP w obecnosci LPS oraz glukuronidu kwercetyny okreélano na
podstawie pomiaru aktywnosci enzyméw dehydrogenazy mitochondrialnej (test MTT) i dehydrogenazy
mleczanowej (test LDH). W wybranych modelach in vitro zbadano wptyw LPS na ekspresje genu GUSP i
aktywnos¢ enzymu B-glukuronidazy w komérkach;

- okredlenie wptywu LPS na kumulacje glukuronidu kwercetyny w komadrkach hodowli linii
HIBCPP;

- wybarwienie immmucytochemicznie membran z komérkami linii HIBCPP w celu wizualizacj
biatek Z0-1, w celu potwierdzenia wytworzenia pofaczen zamykajgcych miedzy komérkami.

2. Nowatorskos¢ tematyki badawczej. Badania dotyczace oddziatywania ostrego stanu zapalnego
(wywotanego LPS) na ekspresje genu kodujgcego enzym B-glukuronidazy w splocie naczyniéwkowym i
ptynie m-r owiec — w badaniach in vivo oraz w komérkach nabtonka splotu w badaniach in vitro;
aktywnosc B-glukuronidazy w osoczu, ptynie m-r w badaniach in vivo — na modelu owcy i w komadrkach
hodowli pierwotnej nabtonka SN - in vitro, oraz kumulacje glukuronidu kwercetyny w SN owiec i w
komorkach nabtonka SN jak i stezenia kwercetyny i jej metabolitéw w osoczu krwi i ptynie m-r sg
badaniami nowatorskimi — w bazie PUBMED znalaztam tylko 2 publikacje omawiajace obecnoé¢
kwercetyny i glukuronidu kwercetyny w splocie naczynidwkowym ludzi, a 41 prac na temat kwercetyny
w kontekécie bariery krew-mdzg. Poza tym podejscie naukowe Doktorantki do tematyki badan —
wykorzystanie modelu owcy z implantowana kaniulg do Ill komory mézgowej oraz doéwiadczenia in
vitro - hodowli pierwotnej komérek splotu i hodowli linii komérkowych — uznanych modelach bariery
krew-ptyn m-r uwazam za innowacyjne i warte szczegélnego podkreslenia.

3. Poprawnos¢ wyboru i opisu metod badawczych. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze
wykorzystanie przez Doktorantke technik in vivo i in vitro w tym hodowli pierwotnych komoérek SN



wzbudza moje prawdziwe uznanie, tak samo jak zastosowanie hodowli linii HIBCPP »odwrotnej” lub
»d0o gory nogami” na insertach i pomiar TEET — przezbtonowego oporu elektrycznego. Ponadto
zastosowanie wielu metod analitycznych — testy MTT i LDH, pomiary stezenia kwercetyny i jej
metabolitow metodg tandemowego spektrofotometru mas, analizy kolometryczne, czy analizy
molekularne ekspresji genéw i w koricu technike immunocytochemiczng stanowig o doskonatej
zZnajomosci warsztatu naukowego Doktorantki, co potwierdza bardzo szczego6towy opis stosowanych
metod w pracy. Poprawne s3 takze testy do analiz statystycznych przy opracowaniu wynikéw.

4. Dyskusja jako odniesienie do danych literaturowych. Doktorantka w sposob umiejetny i ciekawy
przeprowadzita dyskusje interpretujgc swoje wyniki i odnoszac je do danych literaturowych prac
prowadzonych na réznych gatunkach zwierzat od gryzoni po ludzi, skupiajgc sie przede wszystkim na
aktywnosci enzymu B-glukuronidazy w kontekscie funkciji uktadu immunologicznego. Badania in vitro
wykazaty, ze glukuronid kwercetyny wigze sie z komérkami nabtonka SN, a raczej nie wnika do ich
wngtrza, co uzyskano dzieki hodowli ,upside-down” i wskazato na fakt, ze glukuronid wiaze sie od
strony odzwierciedlajacej strone naczyn krwionosnych. Wykorzystanie w pracy az 209 pozydji literatury
datujacych sie na okres ponad 130 lat od 1885 do 2021 swiadczy o bardzo dobrym opanowaniu
tematyki problemu przez Doktorantke.

>. Podsumowanie i wnioski. Podsumowanie jest zwigztym wypunktowaniem najwazniejszych wynikéw
z zatozonych na poczatku pracy 4 szczegétowych zadar badawczych. Wiericzace prace wnioski
stanowig odpowiedz na postawiong hipoteze badawcza i zakres problematyczny zadan.

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Matgorzaty Domzalskiej stanowi oryginalne
osiggnigcie naukowe. Starannie przemyélana, a nastepnie konsekwentnie zrealizowana koncepcja
pracy, opartej na nowoczesnych analizach, badaniach na zwierzetach i na modelu in vitro — hodowli
pierwotnej i liniach komérkowych, pozwolita na obiektywng i krytyczng ocene kwestii naukowych
postawionych w czterech zadaniach badawczych. Praca swiadczy o duzej biegtosci Autorki w
poruszanej przez Nig tematyce odnoszacej sie do wplywu ostrego stanu zapalnego na obecne w
komdrkach splotu naczyniéwkowego komér moézgu, w ptynie m-r jak i w osoczu krwi badane zwigzki
flawonowe i ich metabolity. Umiejetnos¢ krytycznej dyskusji otrzymanych wynikéw Swiadczy o
dojrzatosci naukowej Autorki.

Na zakoriczenie chciatabym skierowa¢ do Doktorantki kilka pytan, bedgcych nie krytyka a
uzupetnieniem informacji, ktérych nie znalaztam w pracy:

1. Prosze o uzupetnienie informacji, czy wszystkie 46 maciorek zostatd poddanych eutanazji,
szczegolnie zalezy mi na opisie losu owiec (n=16) z dodwiadczenia nr 2.

2. Jakie rasy reprezentowaty maciorki — nie istnieje rasa mieszana, raczej krzyzéwka ras, stad
moje pytanie,

3. W jakiej fazie cyklu reprodukcyjnego maciorek prowadzono doswiadczenia, nie byly poddane
owarektomii, czy byly ujednolicone pod wzgledem fazy cyklu, czy prowadzono badania
podczas spoczynku — anestrus?

4. Prowadzac badania réwniez z wykorzystaniem kaniulowanych owiec i kréw, mrozitam ptyn m-r
w -80°C, a zatem czy temperatura -40°C to przyjeta w literaturze temperatura wystarczajgca
do przechowywania w/w préb, czy wynika z Pani wczesniejszych doéwiadczeri?

5. Doswiadczenie 5, w ilu dotkach hodowlanych prowadzono inkubacje komérek linii HIBCPP w
grupie kontrolnej i doswiadczalnej.

6. Zapytam z ciekawosci, ostatni raz izolacje kolagenu z ogona szczura obserwowatam na
¢wiczeniach podczas studiéw, czy nie tatwiej byto zakupic kolagen i pokry¢ nim ptytki?

/7. Uzywa Pani nazwy medium, czy nie lepiej po prostu pozywka hodowlana?

8. W Wykazie skrétow brakuje chyba doéé waznego ,SN” — splot naczynidwkowy.




9. W wykazie firm sprzedajacych odczynniki, brakuje ich dokfadnego opisu, czasem jest tylko
nazwa firmy, a powinno by¢ zamieszczone, nazwa firmy, miasto i kraj, z ktérego dany produkt
pochodzit, to tylko uwaga, ktéra moze poméc w redagowaniu pracy do czasopism.

KONKLUZJA

Rozprawe doktorskg nt. ,Wplyw ostrego stanu zapalnego na aktywnos¢ B-glukuronidazy oraz
stezenie kwercetyny i jej metabolitéw w splocie naczyniéwkowym” oceniam wysoko. Podjety przez
Doktorantke temat jest istotny z naukowego i aplikacyjnego punktu widzenia. Pragne podkreéli¢, iz
wykorzystane techniki eksperymentalne i metody analiz laboratoryjnych umozliwity uzyskanie
nowatorskich wynikow.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska nt.

~Wplyw ostrego stanu zapalnego na aktywnosc¢ 8-glukuronidazy oraz stezenie kwercetyny i fej
metabolitow w splocie naczynidwkowym” i indywidualny wkiad Doktorantki speiniaja wymogi
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku »0 stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (dz. U. Nr 65, poz. 595, z péiniejszymi zmianami) i
zwraca sig do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie, o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Domzalskiej i
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

dute Qo

Krakow, 4 maja 2021 roku prof. dr hab. Dorota Zieba-Przybylska




