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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Klary Zglinskiej
pt.: ” Wplyw ekstraktow z oliwnika baldaszkowatego i raka pr¢gowatego na zmiany
wywolane stresem oksydacyjnym w fibroblastach HFFF-2”
“The effect of extracts from autumn olive and spiny-cheek crayfish on oxidative stress-induced
changes in HFFF-2 fibroblasts”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Tomasza Niemca, prof. SGGW,
Instytut Nauk o Zwierzetach, Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Podstawa prawna i ocena formalna

Podstawe formalno-prawng wykonania recenzji stanowi decyzja Rady Wydzialu Nauk o
Zwierzgtach (WNZ.5100.12.2019, INZ-64/2023) Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie z dnia 15 kwietnia 2019 powotujaca mnie na recenzenta w postepowaniu doktorskim
Klary Zglinskiej. Oceng rozprawy wykonano zgodnie z wymogami okreslonym art. 13 ust. 1
ustawy, 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 poOzniejszymi zmianami). Materiaty zostaty
przygotowane przejrzyscie, umozliwiajace zapoznanie si¢ z osiggnieciem naukowym oraz jego

wlasciwa i pelng ocene.

Problem naukowy i znaczenie badan
Stres oksydacyjny powstajacy w zywym organizmie, moze byé wywolany czynnikami

srodowiskowymi, jak m.in.: zakazenia mikroorganizmami patogennymi, toksyczne dzialanie
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mikotoksyn, stres cieplny oraz narazenie na oddzialywanie promieniowania ultrafioletowego.
Roéwniez stres emocjonalny moze byé przyczyna indukowania stresu oksydacyjnego.
Oddzialywanie stresoréw zewngtrznych moze prowadzi¢ do zaklécenia statusu zdrowotnego
zwierzat, co wiaze si¢ m.in. z naruszeniem dobrostanu zwierzat, zaburzeniem ich behawioru, a
takze obnizeniem efektywnosci odchowu, czy produkcyjnosci. W stresie oksydacyjnym na
poziomie molekularnym dochodzi do nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu, zwigzane;
rowniez ze nasilong peroksydacjg lipidow (szczegélnie wielonienasyconych kwasow
thuszczowych), uszkodzeniem funkcji biatek wynikajace z ich zmian strukturalnych, a nawet
uszkodzeniem DNA, co moze prowadzi¢ do nieprawidlowych mutacji. Zwierzgta wytworzyly
naturalne mechanizmy chronigce je przed nadmierng produkcjg reaktywnych form tlenu poprzez
produkcje enzymdw antyoksydacyjnych, jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i
peroksydaza glutationowa (GPX). Wsparciem w walce ze stresem oksydacyjnym sa
niskoczgsteczkowe zwigzki o dziataniu przeciwutleniajagcym, ktére moga by¢ wytworzone w
organizmie lub pobierane wraz z pokarmem. Do tej grupy naleza zar6wno antyoksydanty
rozpuszczalne w wodzie i tluszczach. Taka role moga réwniez pelni¢ substancje biologicznie
czynne naturalnie wystepujace w surowcach roslinnych i zwierzecych.

Do nich nalezg zaréwno materialy pochodzenia roslinnego, jak np.: oliwnik baldaszkowaty o
udowodnionych wlasciwosciach przeciwzapalnych, czy zwierzecego, ktérych przykladem jest rak
pregowany o wysokich zdolno$ciach syntetyzowania z B-karotenu bardzo silnego antyoksydantu
— astaksantyne.

Podjeta przez Autorke tematyka bardzo dobrze wpisuje si¢ w obecny problem poszukiwania
mozliwosci efektywnego wykorzystania naturalnych, roélinnych i zwierzecych Zrédel substancji
bioaktywnych o charakterze antyoksydacyjnym w hodowli i produkcji zwierzat. Temat rozprawy
doktorskiej mgr. Klary Zglinskiej nalezy wigc uzna¢ za trafny, aktualny i znajdujacy swoje

uzasadnienie w sferze naukowe;.

Opis i ocena pracy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Klary Zglinskiej jest cyklem publikacji, w ktorej
sklad wchodza trzy oryginalne prace tworcze, opublikowane w recenzowanych czasopismach
naukowych indeksowanym przez Journal Citation Report posiadajacych Impact Factor (IF) o
wartosciach: 1,03, 3,06 i 2,84 (IF — w roku wydania publikacji), ktérym Doktorantka nadata
zbiorczy tytul: ,,Wplyw ekstraktéw z oliwnika baldaszkowatego i raka pregowatego na

Strona2z 8

V / / 4



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

zmiany wywolane stresem oksydacyjnym w fibroblastach HFFF-2”.
Cykl prac sktada si¢ z nast¢pujacych publikacji:

1. Zgliniska, K., Rygato-Galewska, A., Brys J., Koczon, P., Borek, K., Roguski M., Niemiec, T.:
Elaeagnus Umbellata Fruit - Chemical Composition, Bioactive Compounds, and Kinetic of
DPPH Inhibition Compared to Standard Antioxidants”. Emirates Journal of Food and
Agriculture, 2021, 33 (8): 639-46. doi: https://doi. org/10.9755/ejfa. 2021.v33.i8.2738
IF - 1,03,

MNiSW — 40 pkt.

2. Zgliniska, K., Niemiec, T., Lozicki, A., Matusiewicz, M., Szczepaniak, J., Puppel, K., Kutwin,
M., Jaworski, S., Rygato-Galewska, A., Koczon, P.: Effect of Elaeagnus umbellata (Thunb.)
fruit extract on H2Oz-induced oxidative and inflammatory responses in normal fibroblast cells.
PeerJ. 9:¢10760 doi: doi.org/10.7717/peerj.10760
IF - 3,06,

MNiSW — 100 pkt.

3. Zglinska, K., Jaworski, S., Rygato-Galewska, A., Lozicki, A., Roguski, M., Matusiewicz,. M,
Niemiec, T.: Effect of Spiny-Cheek Crayfish (Faxonius limosus) on HxO»-Induced Oxidative
Stress in Normal Fibroblast Cells. Applied Sciences. 2022; 12(17):8546. doi:
doi.org/10.3390/app12178546
IF - 2,84,

MNiSW — 100 pkt.

Oceniajgc cykl prac nalezy stwierdzi¢, ze stanowig one zwarty, jednorodny cykl nowatorskich i
warto§ciowych prac badawczych. We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym
autorem, o procentowym jej udziale - 70%. Zostalo to potwierdzone w os$wiadczeniach
dotgczonych do rozprawy doktorskiej. Wspotautorzy poswiadczaja, ze udziat jej w publikacjach
dotyczyl: konceptualizacji, udziale w projektowaniu i prowadzenia do$wiadczenia nr.3,
wykonywaniu wigkszosci oznaczen, interpretacji wynikéw oraz napisaniu pierwszej wersji
manuskryptéw. Wskazuje to na bardzo duze jej zaangazowanie w caly proces powstawania i
wydawania publikacji.

Rozprawa doktorska - trzy wskazane przez Doktorantke prace charakteryzujg sic
nastepujacymi wskaznikami bibliometrycznymi: sumaryczny IF = 6,93, punkty oceny
parametrycznej Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN) = 240. Dane bibliometryczne
przedstawionych publikacji sa mierzalne, obiektywne i jednoznacznic $wiadcza o wysokie]
jakosci i znaczeniu dla nauki wynikéw badan zawartych w rozprawie doktorskiej Klary

Zglinskie;j.
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Integralng czescig rozprawy doktorskiej jest opracowanie liczacego 48 str., w ktoérym
wyodrebniono rozdzialy charakterystyczne dla tego typu opracowan: Strona tytulowa,
Streszczenie (w jezyku polskim 1 angielskim), Wstep, Hipoteza badawcza cel i zakres pracy,
Metodyka badani, Omoéwienie gldéwnych wynikow badan, Podsumowanie wynikdéw oraz
Literatura. Ponadto zostaly dotgczone publikacje naukowe stanowigce przedmiot rozprawy i
oswiadczenia autorow.

Mgr Klara Zglinska w oparciu o dobrze wybrang literature na 6 stronach, nakreslita problem
badawczy i uzasadnita potrzebe podjecia badan. Szczegdtowo opisata tlo swoich badan traktujage
je wieloaspektowo: od charakterystyki chemicznej ekstraktéow z owocow oliwnika
baldaszkowatego 1 rakéw  pregowatych, ze szczegdélnym uwzglednieniem skladnikow
bioaktywnych  do oceny ich aktywnosci antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej w stresie
oksydacyjnym w komoérkach fibroblastow linii HFFF-2. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu
Autorki do pracy badawczej i duzym wlasnym zaangazowaniu przy tak szczegdtowym
studiowaniu literatury. W opracowaniu wykorzystano 52 pozycje literatury, dobrze dobrane do
tematyki pracy, z czego okoto 80% opublikowanych w ostatnich 15 latach. To potwierdza dobre

usytuowanie podj¢tej tematyki na tle wspdtczesnie prowadzonych badan.
Cel Naukowy Pracy i Hipotezy Badawcze

Cel pracy oraz cele szczegbtowe zostaly przedstawione jasno i precyzyjnie. Waznym
elementem rozprawy doktorskiej jest sformulowanie dla calego cyklu 3 doswiadczen wspolnej
hipotezy badawczej. Podkre$la ona sp6jnosé koncepeji naukowej, ktorg zrealizowano w szeroko

prowadzonych dziataniach eksperymentalnych.
Zalozenia Metodyczne Pracy

W rozdziale ,,Metodyka badan” Autorka szczegétowo przedstawila zalozenia metodyczne
rozprawy doktorskiej. Zakres eksperymentalny przedtozonej do oceny dysertacji doktorskiej jest
obszerny i obejmuje 3 do§wiadczenia:

1. Okres$lenie skladu chemicznego oraz ocena aktywnosci antyoksydacyjnej i
przeciwzapalnej ekstraktu z owocéw oliwnika baldaszkowatego;

2. Charakterystyka chemiczna ekstraktu z oliwnika pod katem wybranych substancji
bioaktywnych oraz ocena jego wplywu na indukowany nadtlenkiem wodoru stres
oksydacyjny w komorkach fibroblastow;

3. Charakterystyka chemiczna ekstraktu z rakow pregowanych pod katem wybranych
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substancji bioaktywnych oraz ocena jego wplywu na indukowany nadtlenkiem wodoru

stres oksydacyjny w komorkach fibroblastow.

W doswiadczeniu nrl okreslono podstawowy sklad chemiczny owocow oliwnika
baldaszkowatego, profil kwaséw ttuszczowych oraz zawarto$é fenoli, witamin rozpuszczalnych w
thuszczach i karotenoidow. W ekstrakcie z owocéw oliwnika okreslono aktywnosé
antyoksydacyjng z wykorzystaniem 0,1 M DPPH. Wyniki przedstawiono jako IC50 — stezenie,
przy ktérym zahamowane jest 50% aktywnosci DPPH. W drugim etapie badan wlasciwosci
antyoksydacyjnych réwniez zastosowano metod¢ z uzyciem rodnika DPPH oraz standardy
antyoksydantéw (BHT i witamina C) o stezeniu 100 pg/ml. Wyniki przedstawiono jako %
hamowania rodnika DPPH na skali czasu

W doswiadczeniu nr.2 Autorka przeanalizowala ekstrakt z oliwnika pod kgtem zawartosci:
catkowitej liczby fenoli, witamin rozpuszczalnych w ttuszczach (D, E, K), witaminy C i
karotenoidow (B-karoten, likopen) oraz jego wiasciwosci antyoksydacyjnych. Wiasciwosci
antyoksydacyjne ekstraktu o stezeniu 100, 500 i 1000 pg/ml mierzono za pomoca testu
wychwytywania wolnych rodnikéw (DPPH) z wykorzystaniem substancji wzorcowych (a-
tokoferol i kwas L-askorbinowy). Wyniki wyrazono jako % hamowania DPPH. Ocene wpltywu
ckstraktu na indukowany nadtlenkiem wodoru stres oksydacyjny w komoérkach fibroblastéw
prowadzono w zakresie: analizy ekspresji RFT przez fibroblasty, aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), zywotnosci i proliferacji oraz typéw $mierci komérek HFFF-2, a takze
ekspresje wybranych cytokin.

W doswiadczeniu nr.3 w przygotowanym ekstrakcie z rakow pregowanych przeprowadzono
oznaczenia zawartosci fB-karotenu, witamin rozpuszczalnych w tluszczach i catkowitych fenoli
oraz okre§lono chemiczny miernik jakosci biatka (Chemical Score). Podobnie jak w
doswiadczeniu nr 2. prowadzono oceng wptywu ekstraktu na indukowany nadtlenkiem wodoru
stres oksydacyjny w komorkach fibroblastéw w zakresie: analizy ekspresji RFT przez fibroblasty,

morfologii, zywotnosci i proliferacji $mierci komérek HFFF-2 oraz aktywno$é kaspazy-3.

Uklad przeprowadzonych doswiadczen, liczba obserwacji oraz wykorzystane metody
analityczne nie odbiegaja od przyjetych standardéw i pozwolity na pelng realizacjc zatozonych

celow. W opracowaniu zastosowano prawidlowe metody statystyczne.
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Doktorantka w ocenianej pracy szczegdlowo i rzeczowo omawia uzyskane wyniki na tle
dobrze dobranego pismiennictwa. Z duzg staranno$cia i dojrzatoscia naukowa przeprowadza
analiz¢ wynikoéw wilasnych. W doswiadczeniu 1. (publikacja nr.l.: Zgliriska, K., Rygalo-
Galewska, A., Brys J., Koczon, P, Borek, K., Roguski M., Niemiec, T. Elaeagnus Umbellata Fruit
- Chemical Composition, Bioactive Compounds, and Kinetic of DPPH. Inhibition Compared to
Standard Antioxidants”. Emirates Journal of Food and Agriculture, Vol.33, nr. 8, 2021, 5. 639-46)
Doktorantka wykazata, ze owoce oliwnika baldaszkowatego pochodzace z Polski majg podobny
profil substancji bioaktywnych do owocow rosngcych na terenie Azji i Ameryki Poélnocne;.
Charakteryzuja si¢ licznymi skladnikami bioaktywnymi oraz wtasciwosciami antyoksydacyjnymi,
co sprawia, ze mogg by¢ pozadanym surowcem do produkcji dodatkéw paszowych dla zwierzat
towarzyszacych narazonych na stres oksydacyjny i stan zapalny.

W doswiadczeniu 2. (publikacja nr.2.: Zglinska, K., Niemiec, T., Lozicki, A., Matusiewicz, M.,
Szczepaniak, J., Puppel, K., Kutwin, M., Jaworski, S., Rygato-Galewska, A., Koczon, P. Effect of
Elaeagnus umbellata (Thunb.) fruit extract on H>O:z-induced oxidative and inflammatory
responses in normal fibroblast cells. PeerJ 9:¢10760 3) Autorka udowadnia, ze metanolowo-
acetonowy ekstrakt z owocow oliwnika baldaszkowatego ma dzialanie antyoksydacyjne,
proliferacyjne oraz prawdopodobnie przeciwzapalne. Natomiast ekstrakt z rakow pregowatych
badany w de$wiadczeniu nr.3. jest cennym zrodiem sktadnikéw bioaktywnych, a takze biatka o
wysokiej jakosci (publikacja nr.3.: Zgliriska, K., Jaworski, S., Rygato-Galewska, A., Lozicki, A.,
Roguski, M., Matusiewicz,. M, Niemiec, T. Effect of Spiny-Cheek Crayfish (Faxonius limosus) on
H;O: - Induced Oxidative Stress in Normal Fibroblast Cells. Applied Sciences. 2022;
12(17):8546.). Ponadto ekstrakt z rakow wykazuje wlasciwosci antyoksydacyjne 1 ochronne w
stosunku do fibroblastow narazonych na stres oksydacyjny. Doktorantka zwraca rowniez uwage
na jego dziatanie proliferacyjne. Ekstrakt z rakéw pregowatych zwigkszal nawet osmiokrotnie
ilos¢ zywych komorek w stosunku do kontroli. Autorka wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania

ckstraktu w terapiach regeneracyjnych.
Rozdzial “Wnioski” jest logicznym efektem uzyskanych wynikéw badan. Swiadcza o duzej

zdolnosci Doktorantki do syntetycznej analizy uzyskanych wynikéw na tle dotychczasowych

badan.
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Oceniajac prac doktorska nasuneto mi sig¢ kilka pytan do Doktorantki:

1.

2.

Jakie poziomy ekstraktow z owocoéw oliwnika i raka pregowanego wykazywaty optymalne
wlasciwosci antyoksydacyjne?

W pracy wspomina Pani o mozliwosci zywieniowego wykorzystania tych ekstraktow w
hodowli zwierzat towarzyszacych. Czy widzi Pani potencjat w stosowaniu tych ekstraktow

takze w zywieniu innych gatunkéw zwierzat? A jesli tak, to w jakim zakresie?

. W opracowaniu pojawiaja si¢ rdwniez sugestie poza-zywieniowego stosowania badanych

ckstraktow, np.: w kosmetologii. Prosze wyjasni¢ w jakim zakresie w tym aspekcie mozna

je wykorzysta¢ w hodowli zwierzat?

Rozprawa doktorska przedstawiona do oceny jest wykonana wyjgtkowo starannie. Jednak

w tak obszernym opracowaniu nieuniknione sg na drobne niejasnosci i niedociagniecia, na ktére

z obowigzku recenzenta zwracam uwage:

na str 12. oraz w publikacji nr.1. cytowana jest pozycja ,,Khanzadi, 2012”, ktérej nie ma w
spisie literatury opracowania oraz dotaczonych publikacji,

na str 17. cytowana jest pozycja ,,AOAC” bez podania roku. Zrodto cytowane jest réwniez
w publikacjach, ale nie jest uwzglednione w spisie literatury opracowania i dolgczonych
publikaciji,

na str 29. cytowana jest pozycja ,,Bondet i sp., 1997, ktérej nie ma w spisie literatury w
opracowaniu, ale znajduje si¢ w publikacji nr.1,

w publikacji nr.1 umieszczono opis medotyki oznaczania oraz wyniki analiz chemicznych
zawarto$ci elementéw mineralnych: Cu, Fe, Mg, P, Se i Zn w owocach oliwnika, ale tych
informacji nie uwzgledniono w opracowaniu,

W opracowaniu umieszczono 12 obiektow graficznych opisanych jako ryciny, wérod
ktérych znalazly si¢ 3 ryciny (schematy i zdjecia) oraz 9 wykresow.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska w czgsci opisowej jest o obszernym opracowaniem naukowym liczacym

48 strony, zawiera 19 tabel, 12 rycin, 52 pozycje pi$miennictwa naukowego. Przyjeta struktura

tresci w tego typu opracowaniach - nie budzi zastrzezen. Calo$é jest estetyczna, logiczna i

przejrzysta, a kolejne rozdziaty skladajg sie w konsekwentng calosé.

Przedstawiona praca do oceny stanowi rzetelne i aktualne, wieloaspektowe Zrédlo wiedzy z

zakresu mozliwosci wykorzystania roslinnych i zwierzecych zrédet substancji antyoksydacyjnych

w hodowli zwierzat. Jest calosciowym i oryginalnym rozwigzaniem problemu badawczego i

jednoczesnie dowodem rozleglej oraz ugruntowanej wiedzy Autorki. Charakteryzuje sie wysokim
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poziomem merytorycznym. Rozprawa wnosi istotny wklad w rozwéj Dyscypliny Zootechnika
i Rybactwo oraz posiada duze znaczenie aplikacyjne. Wykonanie badan wymagato duzego
zaangazowania, wkladu pracy, wspdtpracy oraz bardzo dobrej znajomosci technik i metod

badawczych.

Reasumujgc stwierdzam, Ze oceniana praca w pelni odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim okreslonym art. 13 ust. 1 ustawy, 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 p6Zniejszymi zmianami) i na tej podstawie przekladam Radzie Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo SGGW w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr. Klary Zglinskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Mog o Sirorocrska

Lublin, 14.11.2023 Prof. dr hab. Bozena Kiczorowska
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