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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Michala Macieja Rakowskiego
pt. ,,Ocena wilasciwosci antyoksydacyjnych ergotioneiny

i jej potencjalnej roli jako czynnika przeciwdziatajacego neurodegeneracji”

Aspekt formalny

Recenzja zostata sporzadzona w zwigzku z decyzjg Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw
stopni naukowych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne,
podjeta na posiedzeniu w dniu 19.12.2023 roku (zgodnie z art. 190 ust. 3 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce, Dz.U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.).

Ukiad pracy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska obejmuje tgcznie 123 strony numerowane. Tresci
pracy sa podzielone na rozdziaty gtéwne (wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusja, podsumowanie) i rozdziaty zawierajace wykaz stosowanych skrétéw, streszczenia
pracy sporzadzone w jezyku polskim i angielskim oraz spis publikaciji.

Rozdziat Wstep (strony od 7 do 17), prezentuje aktualny stan wiedzy na temat wtasciwosci
prozdrowotnych ergotioneiny (EGT). Tresci tego rozdziatu oparto na 83 publikacjach sposréd
232 cytowanych w rozprawie. Wstep Doktorant podzielt na 5 podrozdziatow
nienumerowanych, w ktérych kolejno przedstawia dane na temat aktywno$ci biologicznej i
wiasciwosci EGT. Analiza aktualnego stanu wiedzy na temat roli EGT jako antyoksydanta o
witasciwosciach cytoprotekcyjnych, umozliwita Autorowi zdefiniowanie celu pracy oraz
postawienie hipotezy badawczej, ktére zawart w rozdziale Cef pracy (strona 18). W rozdziale
Materiaty i metody (strony od 19 do 34), w ktérym wyrézniono 15 podrozdziatow
nienumerowanych, Doktorant zaprezentowat opis wykorzystanych materiatébw |
zastosowanych metod badawczych. Wyniki badan zamieszczono na stronach od 35 do 75 w
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4 podrozdziatach nienumerowanych i wsparto 38 rycinami oraz 1 tabelg. W rozdziale,
Dyskusja (strony 76 do 102), Doktorant zawarl oméwienie uzyskanych rezultatéw na tle
literatury (130 pozycji z 232 cytowanych w rozprawie). W rozdziale Podsumowanie (strony od
102 do 103), Doktorant przedstawit najwazniejsze wyniki swoich badan oraz wnioski
wyplywajace z analizy ofrzymanych danych. Rozpraweg doktorska zamykajg streszczenia
pracy przegotowane w jezyku polskim (str. 104-105) oraz angielskim (str. 108} i spis literatury
(str. 107-123), obejmujacy 232 pozycje. Zastosowany przez Doktoranta uktad rozprawy
doktorskiej jest zgodny z ogélnie przyjetym w pracach eksperymentalnych i nie budzi

zastrzezen.

Merytoryczna ocena rozprawy

W zwiazku ze wydtuzaniem sie zycia cztowieka i w efekcie postepujgcym procesem starzenia
spoteczenstw, obserwuje sie wzrost zachorowan na choroby cywilizacyjne, w tym choroby
neurodegeneracyjne. Wiele starszych oséb doswiadcza trudnesci zwigzanych z zaburzeniami
funkcji poznawczych, zespotami otepiennymi, a takze chorobg Alzheimera lub Parkinsona.
Pomimo znaczacych postepéw w naukach biomedycznych, zaburzenia strukturalno-
funkcjonalne ukfadu nerwowego sg nadal trudne do leczenia, a prognozy nie sg niekorzystne.
W organizmach starzejgcych sie poziom stresu oksydacyjnego wzrasta, co sprawia, ze
neurony sg narazone na uszkodzenia wywotane reaktywnymi formami tlenu. Wyniki licznych
badar potwierdzaja neuroprotekcyjne dziatanie réznorodnych substancji pochodzenia
naturalnego o wiasciwosciach  antyoksydacyjnych. Zwiazki o wilasciwosciach
przeciwutieniajgcych moga odegra¢ istotng role w diecie ukierunkowanej na zapobieganie
chorobom neurodegeneracyjnym. W tej perspektywie, prowadzenie badan majacych na celu
wykazanie antyoksydacyjnego i neuroprotekcyjnego dziatania naturalnych zwiazkéw
biozgodnych i zdefiniowanie mechanizmu ich dziatania jest wazne, zaréwno ze wzgledéw
poznawczych, jak i aplikacyjnych.

Problematyka rozprawy doktorskiej mgra Michala Rakowskiego, dotyczaca aktywnosci
antyoksydacyjnej i wlasciwosci neuroprotekcyjnych ergotioneiny (EGT) oraz mechanizmu jej
cytoochronnego dziatania, wpisuje sig w ten aktualny nurt badan. Wielopoziomowe badania
nad prozdrowotnym dziataniem EGT obecnej w znaczacych ilosciach m.in. w grzybach,
doczekaly sig wprawdzie licznych opracowan w literaturze tematu, jednakze molekularny
mechanizm jej neuroprotekcyjnego dziatania w warunkach stresu oksydacyjnego, nie jest
dobrze poznany. Podjgcie przez Doktoranta trudu przeprowadzenia badan w celu wyjasnienia
antyoksydacyjnego i neuroprotekcyjnego mechanizmu dziatania EGT, uwazam zatem za
uzasadnione, zwlaszcza z uwagi na fakt, ze syntetyczna L-EGT zostata uznana za bezpieczny

dodatek do zywno$ci i moze znalez¢ szerokie zastosowanie.



W tematyke swoich badan Doktorant wprowadza zwieztym Wistepem, ktéry jest najkrétszym
(11 stron) rozdziatem rozprawy doktorskiej. Wistep zostat podzielony na 5 podrozdziatéw, w
ktérych kolejno przedstawiono wiasciwosci EGT, ze szczegblnym uwzglednieniem jej
aktywnosci antyoksydacyjnej, biosyntezy w komérkach oraz transportu do komérek przy
udziale transportera kationdw organicznych typu pierwszego SLC22A4 i jej metabolizmu.
Autor zwraca uwage na udokumentowana juz role EGT w ochronie komponentow
komérkowych przed uszkodzeniami wywotanymi nadprodukcja wolnych rodnikéw, w tym
najbardziej reaktywnego rodnika hydroksylowego oraz zdolno$é EGT do redukgji w reakcji
katalizowane] przez GSH/GSSG, co warunkuje jej dostepnosé w komérce. W poszczegélnych
rozdziatach Autor uwzglednit najwazniejsze publikacje (83 sposréd 232 cytowanych w
rozprawie), dotyczace aktywnosci biologicznej i wlasciwosci prozdrowotnych EGT. Niemnigj
jednak, tresci Wstepu nie sa w cafosci przyporzadkowane stawianym przez Autora celom
badan oraz hipotezie badawczej i powinny zostaé rozszerzone w kontekscie
przeprowadzonych eksperymentéw oraz analiz. Mianowicie, we Wstepie nie uwzgledniono
tresci dotyczacych wyboru modelu badawczego, fj. komérek nowotworowych SH-SY3Y
(nerwiak zarodkowy) oraz HepG2 (rak watrobowokomérkowy). Oczywistym jest, ze
neuronalne linie komérkowe SH-SY5Y sg najczesciej stosowanym modelem w badaniach nad
chorobami Alzheimera, Parkinsona oraz Huntingtona, jednak wybér komérek raka
watrobowokomérkowego linii HepG2, powinien byé umocowany literaturze i uzasadniony
przez Autora. Odczuwany jest réwniez brak informacji odnoszacych sig do hipotezy
badawczej, zakladajacej, ze ,EGT indukuje efekt neuroprotekcyjny petnigc role czasteczki
sygnatowej’. Brakuje rowniez uzasadnienia ocenianego przez Doktoranta wplywu EGT na
przejscie epiteliaino-mezenchymalne komérek linii SH-SY5Y. Dziwi réwniez brak podjecia
tematu indukowania autofagii przez EGT oraz inne nutraceutyki, w sytuacji opublikowania
przez Doktoranta obszernej pracy przegladowej na ten temat w In J Mol Sci w 2022 roku, w
ktorej jest pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym. Autor nie uzasadnia réwniez
celowosci wykorzystania w swoich badaniach chlorku litu, substancji o rygorystycznie
ograniczonym zastosowaniu w medycynie. Pomimo iz wiekszo$¢ w/w tresci zostala omoéwiona
w rozdziale Dyskusja, celowe byloby ich czgsciowe przeniesienie do Wstepu. Z kolei, ze
wzgledu na szeroki wachlarz badanych i analizowanych przez Autora czynnikéw wplywajacych
na dziatanie EGT w komérkach, zasadne bytoby ich usystematyzowanie i zaprezentowanie w

zbiorczym schemacie lub tabeli.

Cel pracy zostat przez Doktoranta jasno sprecyzowany i koncentruje sie na ,ustrukturyzowaniu
i uzupetnieniu dostepnych danych na temat neuroprotekcyjnego dziatania EGT’,
wykorzystujgc jako materiat badawczy linie komérkowe SH-SY5Y i HepG2 oraz stosujac
zaawansowane techniki biologii molekularnej. Ponadfo, Doktorant sformutowat hipoteze



badawcza zaktadajg, ze ,EGT indukuje efekt neuroprotekcyjny petniac role czasteczki

sygnainej”.

Autor w wigkszosci rzetelnie przygotowat rozdziat Materiafy i metody (16 stron), ktéry podzielit
na 15 podrozdziatdw. Mozna jednak dyskutowa¢ nad takim rozdzieleniem tresci, gdyz ich
usystematyzowanie na podrozdziaty gtéwne i podrozdzialy nizszego rzedu, zwigkszytoby ich
przejrzystos¢. Podobny efekt porzadkujacy wywartoby dodanie spisu zastosowanych w
badaniach odczynnikdw. Pewne zastrzezenia budzi rowniez brak szczegoétowych informacji
dotyczacych obliczen catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej EGT w testach bezkomérkowych
oraz temperatury inkubacji prob z AAPH. Ponadto, nie podano informacji na temat liczby
powtorzen prob i eksperymentéw w przeprowadzonych testach. Nalezy jednak podkreslié, ze
do realizacji celu pracy i weryfikacji hipotezy badawczej, Dokforant zastosowat wymagajace
umiejetnosci eksperymentainych techniki biologii molekularnej, w tym testy bezkomérkowe
ABTS i FRAP z uzyciem 4 réznych oksydantéw i 4 antyoksydantéw referencyjnych, analizy
komorek z wykorzystaniem 5 sond fluorescencyjnych redoks, analizy rozktadu faz cyklu
komérkowego, analizy procesu apoptozy oraz autofagii, w tym na poziomie mikroskopu
fluorescencyjnego, czy analizy aktywnosci wybranych transporteréw z rodziny ABC. Tak
szeroko zakrojone badania wymagajg zdolnosci planowania eksperymentow i efektywnej
organizacji pracy oraz samodzielno$ci w prowadzeniu pracy naukowej. Analiza statystyczna
uzyskanych wynikéw jest odpowiednio dobrana, jednak Autor powinien zdefiniowaé wartosci

.N" w zastosowanych testach.

Whyniki pracy (41 stron) sg przedstawione w formie opisowej oraz graficznej. Ryciny (38) sg w
znakomite] wigkszosci wielosktadowe i starannie przygotowane. Tresci rozdzialu Wyniki sa
podzielone na 4 podrozdzialy. W mojej opinii, zastosowany przez Doktoranta podziat na 4
podrozdziaty nie jest korzystny, gdyz nie odpowiada mnogosci analizowanych parametréw, co
utrudnia odbiér prezentowanych treéci. Rezultaty zaprezentowane w pierwszym podrozdziale
ukazujg EGT jako efektywnego przeciwutleniacza, z aktywnoscig poréwnywalng do
referencyjnych przeciwutleniaczy w zaleznosci od zastosowanego testu analitycznego. Wyniki
badan prezentowane na poczatku drugiego podrozdziatu stanowia uzasadnienie wyboru
stgzen EGT oraz oksydantéw do dalszych badan. Na kolejnych stronach Autor przedstawia
rezultaty dokumentujace protekcyjne dziatanie EGT wobec komérek linii SH-SY5Y oraz
HepG2 poddanych dziataniu réznych oksydantow, wybranych chemioterapeutykéw oraz
lipopolisacharydu i chlorku litu, ktére generuja reaktywne formy tlenu. Nastepnie prezentowane
sg wyniki analiz oceniajacych wpltyw EGT na: przezywalno$é komérek z wykorzystaniem
metody redukcji resazuryny, poziom reaktywnych form tlenu z wykorzystaniem 5 sond
fluorescencyjnych, poziom tlenku azotu (z sonda fluorescencyjng DAF-FM), proces apoptozy
z tescie z jodkiem propidyny i barwnikiem Hoechst 33342, poziom ATP, proces autofagii w



oparciu o liczebnos¢ endogennych wakuol autofagowych, poziom fosforylacji bialek GSK3R
(Ser 9) i p-ULK1 (Ser758), poziom biatek markerowych przejcia epiteliaino-
mezenchymalnego, poziom biatek mTOR i GSK3R, poziom metalotionein, poziom transportera
SLC22A4 i ekspresji genu slc22a4, czy poziom wybranych biatek z rodziny ABC. Prezentacja
wynikdéw badan jest bardzo szczegétowa, niemniej jednak, niedosyt w ich analizie wzbudza
brak usystematyzowania tak licznych rezultatéw w odniesieniu do analizowanych parametrow,
jak réwniez wzajemnych korelacji. Ponadto, zastosowanie w badaniach komoérek raka
watrobowokomérkowego generuje pytanie, czy i w jakim stopniu mozna odnies¢ uzyskane
rezultaty do oceny neuroprotekcyjnego dzialania EGT, ze szczegdinym uwzglednieniem jej roli
jako czasteczki sygnatowej. Kolejne pytanie dotyczy zwigzku migdzy przeciwutleniajgcy i
neuroprotekcyjng aktywnoscig EGT, a indukowanym nig statystycznie istotnym spadkiem
poziomu biatek ZB1 i ZO1 w komérkach linii SH-SY5Y, sugerujgcym stymulujacy wplyw EGT
na przejscie epitelialno-mezenchymalne. Co wiecej, potwierdzony przez Doktoranta
wielopoziomowy cytochronny efekt EGT wobec komérek HepG2 poddanych m.in. dziataniu
chemioterapeutykéw, moze z kolei budzi¢ niepokdj o potencjalne skutki stosowania EGT jako
nutraceutyka przez osoby z chorobg nowotworowa. W mojej opinii, efekt antyapoptotyczny
EGT wzgledem komérek linii SH-SY5Y, ktére Autor analizowat na poziomie mikroskopu
fluorescencyjnego, powinien zostaé udokumentowany mikrofotografiami. W tekscie oraz w
opisach rycin Autor skrupulatnie podaje wartosci srednich arytmetycznych wraz z odchyleniem
standardowym oraz wartosci ,n", np. n=3 {Ryc. 3, str. 36), jednak w rozdziale Materialy i
metody (str. 19-34) nie definiuje co ,n” oznacza, co utrudnia jednoznaczng interpretacje

wynikow.

Dyskusja (27 stron) uzyskanych rezultatow badan zostata przeprowadzona w sposéb
rzeczowy na tle 130 pozycji literatury z 232 zastosowanych do przygotowania rozprawy.
Zacytowane prace w wickszosci opublikowano w ostatnich 5 latach, co $wiadczy o dobrym
rozeznaniu tematu przez Doktoranta oraz aktualno$ci tematyki badan. Autor nie uniknat jednak
bledu powtérzen szczegdtowego opisu uzyskanych wynikdéw, w tym przytaczania wartoéci
zastosowanych stezen czy odwotywania sig do wyczerpujgco opisanych w wynikach rycin, w
miejsce przygotowania stosownych zestawieh tabelarycznych. Ponadto, brak rozdzielenia
treci Dyskusji na tematyczne podrozdziaty oraz wspomniany brak zbiorczych zestawien
tabelarycznych, np. zestawien rezultatéw uzyskanych w danych testach dla obu linii
komorkowych, utrudnia ich odbiér. Zwracam zatem uwage na konieczno$¢ przeredagowania
treéci zawartych w rozdziale Dyskusja w trakcie przygotowania manuskryptu publikacji.

Koncowa cze$é rozprawy doktorskiej stanowi Podsumowanie, ktére Autor przygotowat w
formie ciagtego tekstu. W mojej opinii, prezentacja wnioskéw sformutowanych w tematycznych



punktach w odniesieniu do uzyskanych wynikéw, bytaby korzystniejszym podsumowaniem

dysertacji.

Poprawnos$é redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska mgra Michata Rakowskiego jest napisana dobrym jezykiem naukowym,
ze starannoscig o strone edytorska. Autor nie ustrzegt sie jednak btedéw interpunkcyjnych, np.
odczuwalny jest brak konsekwencji w stosowaniu przecinkdw przed spéjnikami
przeciwstawnymi, literdwek, np. str. 8 (...) akumulacja w fancuch troficznym” zamiast ,(...)
akumulacja w taincuchu troficznym”, czy zamiennego stosowania ,ilo§é” i ,liczba” przy
rzeczownikach policzalnych, np. ,ilo§¢ komérek”, czy ,iloé¢ wakuol” w miejsce ,liczby komérek”
oraz liczby wakuol”. Numeracja kolejnych rozdziatéw prezentowanych w Spisie treéci oraz w
tresci pracy, poczawszy od rozdzialu Wstep, nie jest prawidiowa, gdyz rozdziatowi Wstep Autor
blednie przypisat cyfre VI, w miejsce cyfry V. W Wynikach, tabela opisana jako numer 3 (str.
49), powinna mie¢ numer 4. Zwracaja uwage réwniez niedociggniecia w precyzji
zastosowanych termindw, np. rozluznienie aorty” (str. 82 i 93), ,tkanka ptucna” (str. 86),
.tkanka jelita cienkiego (str. 89), ,skracanie jelita grubego” (str. 94), ,traktowanie hepatocytéw”
(str. 96) czy "odporno$é komoérek na metale ciezkie" (str. 100). Przyktadem braku precyzji jest
rowniez stwierdzenie Autora - ,transporter SLC22A4 wystepuje powszechnie w komérkach
organizmu ludzkiego” (str. 14), poparte przyktadami wystepowania tego kluczowego dia EGT
transportera wytgcznie w komoérkach nowotworowych, takich jak linii komérkowej glejaka
wielopostaciowego U-138, chtoniaka U-898 czy biataczki monocytowej THP-1. W tym migjscu
Doktorant powinien podaé informacje na temat wystepowania transportera SLC22A4 w
komorkach prawidtowych, np. odwotujac sie do publikacji Cheah & Halliwell w Redox Biology
z roku 2021 (doi: 10.1016/j.redox.2021.101868). Ponadto, Autor konsekwentnie naduzywa
terminu ,modulacja® w miejsce jednoznacznego stwierdzenia wzrostu badz spadku
analizowanej aktywnosci czy wptywu hamujacego lub stymulujacego wywieranego przez EGT
na dany proces. Powyzsza uwaga w szczegolnosci odnosi sie do Dyskusji, Podsumowania

oraz Streszczenia.

Ocena konicowa

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra Michata Macieja Rakowskiego pt.
»Ocena wlasciwosci antyoksydacyjnych ergotioneiny i jej potencjalnej roli jako czynnika
przeciwdziatajgcego neurodegeneracji’, przygotowana pod opieka naukowg Pani dr hab.
Agnieszki Grzelak, jest wartosciowym osiagnieciem naukowym. Pomimo przedstawionych
przeze mnie uwag i zastrzezen, pragne podkresli¢, ze oceniana dysertacja jest nowatorska i
w rzetelny sposdb prezentuje przeprowadzone przez Doktoranta badania. Temat podjety w
rozprawie jest wazny z uwagi na trwajace poszukiwania zwiazkéw zapobiegajacych lub



op6zniajacych neurodegeneracje, ktére umozliwityby rozwinigcie nowych strategii
terapeutycznych w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych. Tematyka rozprawy wpisuje sie w
dziedzine nauk écistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Reasumujac, przediozona do oceny rozprawa doktorska spetnia kryteria i wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 190 ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce, Dz.U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.) W
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. W zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Lédzkiego do spraw stopni naukowych w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne, o dopuszczenie
mgra Michata Macieja Rakowskiego do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

/?Z{,Q ﬁ#cé

Poznan, 28.02.2024 r. Lucyna Mrowczynska






