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Wplyw ekstraktow z oliwnika baldaszkowatego i raka pregowatego
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w fibroblastach HFFF-2

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Instytutu Nauk o Zwierzetach SGGW w Warszawie
(pismo INZ-64/2023 z dnia 17.10.2023 roku)

1. Naruszenie réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem wolnych rodnikow, a zdolnoscia
organizmu do ich utylizacji” stanowi przyczyng wielu zaburzen metabolicznych
manifestujacych si¢ przede wszystkim na poziomie komoérkowym i subkomoérkowym,
a obnizajacych sprawno$¢ funkcjonowania catego organizmu. W wielu o$rodkach naukowych
prowadzone sa badania nad stresem oksydacyjnym oraz mozliwosciami wspomagania
mechanizméw antyoksydacyjnych ustroju. Badania prowadzone od wielu lat w Pracowni
Zywienia Zwierzat Instytutu Nauk o Zwierzgtach Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie mieszcza sie whasnie w tym nurcie dociekan naukowych. Wyniki tych badan,
a takze wyniki badan innych autoréw, pozwolity Doktorantce na zatozenie, ze dieta bogata w
efektywne formy antyoksydantow moze zapobiec lub zlagodzi¢ nastepstwa niekorzystnych
zmian wywolanych deficytem antyutleniaczy i/lub nadmierng produkcja reaktywnych form

flenu w organizmie, zwlaszcza ~w  warunkach obcigzenia  metabolicznego

czy srodowiskowego.

2. Pani mgr inz. Klara Zglinska, jako oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
w rozumieniu art. 13 ust. 1 i 2 ustawy. z dnia 14 marca 2003 roku ,,O stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. Nr 65, poz. 595,
z pdzniejszymi zmianami), przediozyla rozprawe doktorska pod tytulem Wplyw ekstraktéw

= oliwnika baldaszkowatego i raka pregowatego na zmiany wywolane stresem oksydacyjnym



w fibroblastach HFFF-2. Praca ta stanowi spojny tematycznie zbior trzech oryginalnych prac

naukowych:

Zglinska, K., Rygato-Galewska, A., Bry$ J., Koczon, P., Borek, K., Roguski M., Niemiec, T.
2021. Elaeagnus umbellata fruit - chemical composition, bioactive compounds, and kinetic
of DPPH inhibition compared to standard antioxidants. Emirates Journal of Food and
Agriculture, 33(8), 2021, s. 639-646, doi: https://doi.org/10.9755/ejfa.2021.v33.18.2738
[IF 2021y 1,04; 40 pkt.],

Zglinska, K., Niemiec, T., Lozicki, A., Matusiewicz, M., Szczepaniak, J., Puppel, K., Kutwin,
M., Jaworski, S., Rygato-Galewska, A., Koczon, P. 2021. Effect of Elaeagnus umbellata
(Thunb.) fruit extract on H2O»-induced oxidative and inflammatory responses in normal
fibroblast cells. PeerJ 9:€10760, doi: doi.org/10.7717/peerj.10760 [IF@2021) 3,03;
100 pkt.],

Zglinska, K., Jaworski, S., Rygato-Galewska, A., Lozicki, A., Roguski, M., Matusiewicz,. M,
Niemiec, T. 2022. Effect of Spiny-Cheek Crayfish (Faxonius limosus) on H2Oz-Induced
Oxidative Stress in Normal Fibroblast Cells. Applied Sciences, 12(17):8546.
doi: doi.org/10.3390/app12178546 [1F2022) 2,705 100 pkt.].

Laczny IF ww. prac wynosi 6,77, a suma punktéw wg wykazu czasopism naukowych
MEN wynosi 240 (wedtug punktacji obowiazujgcej w roku publikacji).

Publikacje sg wspotautorskie, nalezy jednak podkreslié, ze we wszystkich pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem i jednoczes$nie autorem korespondencyjnym. Wkiad
mgr inz. Klary Zglinskiej w ich powstanie zostal uznany przez wspdtautoréw za wiodacy
i zostal oszacowany na 70%. Udzial Doktorantki polegal na opracowaniu koncepcji, hipotezy
i metodologii badan; wykonywaniu doswiadczen i analiz laboratoryjnych; opracowywaniu

i interpretacji wynikdw; sformutowaniu wnioskdw; przygotowaniu manuskryptéw publikacji.

3. Integralng czescia rozprawy doktorskiej, poza kopiami ww. prac, jest autorskie ich
opracowanie obejmujace: wstep, hipoteze badawcza, cel i zakres pracy, metodyke badan,
oméwienie glownych wynikow badan, podsumowanie wynikéw, a takze wykaz
piSmiennictwa (52 pozycji) oraz streszczenie (W jezyku polskim i angielskim). Ponadto
Autorka zamie$cita o$§wiadczenia wszystkich wspétautoréw cytowanych prac, o ich udziale
w badaniach i publikacjach.

We wstepie Doktorantka wprowadzita czytelnika w problematyke rozprawy,

przeprowadzila krytyczng analize piSmiennictwa dotyczaca stresu oksydacyjnego



oraz mechanizméw i czynnikéw antyoksydacyjnych, z uwzglednieniem produktéw
pochodzenia roslinnego (w tym ekstraktow z owocow oliwnika baldaszkowatego)
oraz pochodzenia zwierzgcego (W tym ekstraktow z raka pregowatego). Nastepnie
sformutowala hipoteze badawczq i cel badan. Autorka zalozyla weryfikacje hipotezy,
7e ekstrakty z owocéw oliwnika baldaszkowatego i rakow pregowatych indukujg
mechanizmy ograniczajace skutki stresu oksydacyjnego wywolanego nadtlenkiem wodoru,
w komérkach fibroblastow linii HFFF-2 (w warunkach in vitro). Tak do$¢ szerokie ujecie
zagadnienia Doktorantka doprecyzowala podajac cele szczegolowe i zakres badan. W trakcie
trzech etapéw doswiadczalnych: (1) scharakteryzowano owoce oliwnika baldaszkowatego,
metanolowo-acetonowy ekstrakt z tych owocéw oraz wodny ekstrakt z rakow pregowatych
pod katem zawartosci wybranych substancji bioaktywnych i wlasciwosci antyoksydacyjnych
(in vitro), (2) oceniono zdolnosci antyoksydacyjne ekstraktow z owocoéw oliwnika
baldaszkowatego i rakéw pregowatych w tescie redukcji 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu
(DPPH). (3) oceniono cytotoksycznos¢ ekstraktow z oliwnika baldaszkowatego 1 rakow
pregowatych wzgledem fibroblastéw linii HFFF-2, (4) zbadano dziatanie obu ekstraktow
w modelu indukowanego nadtlenkiem wodoru stresu oksydacyjnego w komorkach
fibroblastow HEFF-2. W rozdziale metodyka badan Autorka przedstawila szczegdtowo uktad
do$wiadczen, metody badan i analiz laboratoryjnych oraz obliczen statystycznych. Metodyka
doswiadczen zostata przemyslana, dobrze zaplanowana i dokfadnie opisana. Glowne wyniki
badan Doktorantka opisata w kolejnym rozdziale, skomentowala je rzeczowo, w oparciu
o wezesniejsze badania prowadzone w macierzystej jednostce i dane z pismiennictwa.
Przedstawila wlasne spostrzezenia i wysungla uzasadnione supozycje. Zwienczeniem
rozprawy jest podsumowanie wynikéw, ktére maja uzasadnienie w przeprowadzonych
badaniach i zdaniem recenzenta, powinny stanowi¢ inspiracj¢ do dalszych badan.

Strona formalna pracy nie budzi zastrzezen. Na podkreslenie zastuguje staranna redakcja

pracy i dbalos¢ o ,.szczegoly™ edytorskie.

4. Badania bedace podstawa rozprawy doktorskiej zostaly wykonane w trzech etapach.
W pierwszym scharakteryzowano owoce oliwnika baldaszkowatego, pochodzacego z upraw
na terenie Polski, pod wzgledem zawartosci substancji bioaktywnych oraz wlasciwosci
antyoksydacyjnych, a wyniki zamieszczono w pracy., Elaeagnus umbellata fruit - chemical
composition, bioactive compounds, and kinetic of DPPH inhibition compared to standard
antioxidants. W badaniach okreslono sktad podstawowy owocow tej rosliny (sucha mase,
biatko ogélne, thiszcz surowy, popiol) oraz zawartosc zwiazkdéw przeciwutleniajgcych:

catkowita zawarto$¢ fenoli, witamin rozpuszczalnych w ttuszezach (D, E, K) i karotenoidow
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(B-karotenu, likopenu) oraz skiad kwasow tluszczowych. Aktywnos¢ przeciwutleniajacg
oceniano na podstawie hamowania rodnika tlenowego DPPH przez owoce oliwnika
(w stosunku do dedykowanych standardéw — witaminy C i BHT) oraz kinetyki reakcji
ekstraktu z rodnikiem DPPH. W badaniach wykazano m.in., ze: (a) owoce oliwnika
baldaszkowatego pochodzace z Polski maja podobny profil substancji bioaktywnych jak
owoce z innych terenéw uprawowych, zawierajg liczne sktadniki bioaktywne i maja
whasciwosci  antyoksydacyjne, (b) tluszcz z owocow oliwnika baldaszkowatego
charakteryzuje si¢ bardzo wysoka zawartoscia nienasyconych kwasow tluszczowych
i korzystnym stosunkiem kwasow Q 3/Q 6.

W drugim etapie badan podjgto probg oceny wpltywu ekstraktu z oliwnika
baldaszkowatego na skutki stresu oksydacyjnego w komorkach fibroblastow linii HFFF-2,
a uzyskane wyniki opublikowano w pracy, Effect of Elaeagnus umbellata (Thunb.) fruit
extract on HaOx-induced oxidative and inflammatory responses in normal fibroblast cells.
W badaniu okreslono sktad chemiczny ekstraktu z owocéw oliwnika baldaszkowatego
(catkowita zawarto$¢ fenoli, witamin D, E 1 C oraz karotenoidéw - B-carotenu, likopenu).
Nastepnie badano jego wplyw na indukowany nadtlenkiem wodoru stres oksydacyjny
w komorkach fibroblastow (linii HFFF-2). Analizowano takze wplyw ekstraktu i H2O2
na: ekspresie RFT przez fibroblasty; aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD);
zywotnos¢ i proliferacje badanych komorek; typ $mierci fibroblastow — apoptoza/nekroza
oraz ekspresj¢ wybranych (dziewigciu) cytokin. Do najistotniejszych wynikow tych badan
mozna zaliczy¢ wykazanie, ze ekstrakt metanolowo-acetonowy z owocow oliwnika
baldaszkowatego: (a) wykazuje zalezna od dawki efektywnosc antyoksydacyjna, (b) istotnie
zmniejsza wydzielanie reaktywnych form tlenu przez fibroblasty narazone na stres
oksydacyijny, (c) zwieksza zywotno$¢ komorek, chroni fibroblasty HFFF-2 przed szkodliwym
dziataniem nadtlenku wodoru i zmniejsza ich $émiertelno$¢ (zaréwno apoptoze jak i nekroze).

W trzecim doswiadczeniu scharakteryzowano sklad chemiczny ekstraktu z rakow
pregowatych oraz okreslono jego whasciwosci antyoksydacyjne i wplyw na stres oksydacyjny
w komoérkach fibroblastow linii HFFF-2. Wyniki tego do§wiadczenia opisano w pracy Effect
of Spiny-Cheek Crayfish (Faxonius limosus) on H>0»-induced oxidative stress in normal .
fibroblast cells. Material do badan stanowily raki pregowate, z ktérych po liofilizacji
przygotowywano ekstrakt (patent RP). Dokonano charakterystyki chemicznej ekstraktu.
Badano catkowita zawarto$¢ fenoli, witamin: D, E, K oraz B-karotenu, likopenu i glutationu.
Oznaczono zawarto$¢ biatka ogélnego oraz skiad aminokwasowy ekstraktu i obliczono
wskaznik jakosci biatka. Nastepnie badano zdolnos¢ ekstraktu do redukcji wolnych rodnikéw

metoda DPPH. Analizowano takze wplyw ekstraktu na ekspresje RFT oraz wplyw ekstraktu
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i H,0, na morfologie komoérek HFFF-2, ich zywotnos¢ i proliferacj¢ oraz na aktywnos¢
kaspazy-3. Do najistotniejszych wynikéw tych badan mozna zaliczy¢ wykazanie, ze ekstrakt
wodny z rakéw pregowatych: (a) zawiera bardzo wysoka zawartosc biatka o wysokiej
wartoéci biologicznej (wysokiej koncentracji aminokwaséw: histydyny, lizyny, treoniny
i glutaminy), (b) wykazuje whasciwosci antyoksydacyjne (jednak potencjal antyoksydacyjny
ekstraktu mierzony zdolnoscia do inhibicji rodnika DPPH byt nizszy niz ekstraktu z owocow
oliwnika), (c) istotne zmniejsza ekspresje reaktywnych form tlenu przez komorki linii HFFF-
2 (dziatanie dawkozalezne), jak rowniez narazonych na silny stres oksydacyjny, (d) nie
wywiera efektu toksycznego w stosunku do fibroblastow HFFF-2 (niezaleznie od stosowanej
dawki), jednoczesnie wywiera dawkozalezne nasilenie proliferacji tych komorek
w warunkach stresu oksydacyjnego

W podsumowaniu cheialbym zaznaczy¢, ze zaplanowane przez Doktorantke badania miaty
szeroki zakres, byly prowadzone z wykorzystaniem nowoczesnych i wysokospecjalistycznych
technik eksperymentalnych i analitycznych. Z satysfakcja stwierdzam, ze z trudnego zadania
jakie Autorka zaplanowala do rozwigzania w pracy doktorskiej, wywigzata si¢ w sposob
wiasciwy, co jest potwierdzeniem duzej wiedzy. zaangazowania i umiejetnosci prowadzenia
badan naukowych. Niewatpliwie jednak, zrealizowanie tego przedsigwzigcia naukowego
wymagato wsparcia wielu o0séb, zwlaszcza promotora dr. hab. Tomasza Niemca,

prof. SGGW.

5. Korzystajac z przywileju recenzenta chciatbym poprosi¢ Doktorantke o krotki komentarz
do supozycji: (a) ze owoce oliwnika baldaszkowatego .... s3 pozadanym surowcem
do produkcji dodatkéw paszowych dla zwierzat towarzyszacych, narazonych na stres
oksydacyjny i stan zapalny (s. 30 maszynopisu); (b) ze oba ekstrakty .... moga miet ..
znacznie szersze mozliwosei aplikacyjne zarowno w kontekscie dietetycznym, jak i wsparcia
proceséw gojenia si¢ ran, nie wylaczajac obszarow dermatologii 1 kosmetologii

(s. 44 maszynopisu).

KONKLUZJA

Rozprawe doktorska pt. Wplyw ekstraktow z oliwnika baldaszkowatego i raka pregowatego
na zmiany wywolane stresem oksydacyjnym w fibroblastach HFFF-2 oceniam pozytywnie.
Podjety przez Doktorantke temat jest istotny, zarOwno z poznawczego jak i aplikacyjnego
punktu widzenia. Stwierdzam, ze zalozenia metodyczne, wykorzystane techniki
eksperymentalne, metody analiz laboratoryjnych i obliczen statystycznych, umozliwity

uzyskanie wiarygodnych wynikow. Wnioski i supozycje przedstawione przez doktorantke
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maja pelne uzasadnienie w przeprowadzonych do$wiadczeniach i powinny stanowi¢
inspiracje do dalszych badan.

Stwierdzam, ze praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a wyniki
przedstawione w rozprawie doktorskiej, posiadajg istotng warto$¢ naukowa i stanowig wkiad
Doktorantki w rozwdj dyscypliny naukowej zootechnika i rybactwo. Spelnione sa zatem
wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku .,O stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. Nr 65,
poz. 595, z pézniejszymi zmianami).

Biorac powyzsze pod uwagg, zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
o przyjecie rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Klary Zglinskiej i dopuszczenie pracy

do publicznej obrony.

> —

Szczecin, dnia 3 listopada 2023 roku Prof. dr hab. inz. Wiestaw F. Skrzypczak



