1)) [ R
W LOD7] NAUK O ZDROWIU

Recenzja rozprawy doktorskiej

pt.,, Ocena wiasciwosci antyoksydacyjnych ergotioneiny i jej potencjalnej roli jako
czynnika przeciwdziatajgcego neurodegeneracji”
wykonanej przez mgr Michata Rakowskiego
pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Grzelak 1

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Michata Rakowskiego dotyczy
oceny witasciwosci antyoksydacyjnych i aktywnosci biologicznej ergotioneiny w ujeciu
dziatania neuroprotekcyjnego tego zwigzku.

Ergotioneina (EGT) jest substancja pochodzenia naturalnego i jest sktadnikiem diety. Za
transport i dystrybucje ergotioneiny w tkankach w organizmie cztowieka odpowiada
transporter kationdw organicznych typu 1 (OCTN1). Poziom magazynowania ergotioneiny
w tkankach jest zréznicowany i zalezy od ekspresji transportera OCTN1. Wysoka ekspresje
transportera i tym samym wysoki poziom ergotioneiny wykazano dla niektérych komaérek
potencjalnie narazonych na stres oksydacyjny czy stan zapalny, np. komdrek krwi, szpiku
kostnego, mézgu, tkanek oka czy watroby. Stezenie ergotioneiny w réznych tkankach jest
zmienne i moze zaleze¢ od wieku, stanu zdrowia czy wystepowania zaburzen
patologicznych.

Ergotioneina zostata odkryta ponad 100 lat temu, ale nieustannie jest przedmiotem
badan naukowych, w tym badan klinicznych. Substancja ta zostata uznana za bezpieczng do
stosowania jako dodatek do zywnosci lub jako suplement diety. Uwaza sig, Zze gtownym
zadaniem biologicznym ergotioneiny jest aktywnos$¢ antyoksydacyjna, w tym hamowanie
powstawania reaktywnych form tlenu oraz reakcje z nimi. W ten sposéb moie ona
ochrania¢ komérki i tkanki przed dziataniem toksycznych substancji utleniajacych i
mutagennych, jonéw metali, nadtlenku wodoru i wolnych rodnikéw. Ochronng role
ergotioneiny opisuje sie dla choréb, w ktérych dominuje stres oksydacyjny i stan zapalny.
Prozdrowotne znaczenie ergotioneiny wykazano min. w przypadku cukrzycy, gdzie zwigzek
ten chroni komorki srodbtonka naczyniowego przed stresem oksydacyjnym wynikajgcym z
hiperglikemii. Suplementacja ergotioneing moze ostabiac niekorzystne skutki niedokrwienia
i reperfuzji. Wiele wynikow badan sugeruje, ze ergotioneina moze chronic tkanki moézgu i
uktadu nerwowego przed uszkodzeniami wynikajacymi ze stresu oksydacyjnego czy stanu
zapalnego, stymuluje neurogeneze i dojrzewanie neurondw, ostabia procesy
neurodegeneracyjne w tym dysfunkcje mitochondridéw czy gromadzenie amyloidu.

Hipoteza badawcza pracy doktorskiej mgr Michata Rakowskiego zakfadata, ie
ergotioneina indukuje efekt neuroprotekcyjny petniac role czasteczki sygnatowej. Opisane
w pracy badania maja charakter modelowy in vitro. Szczeg6towe cele pracy dotyczyty:

1. oceny potencjatu antyoksydacyjnego w poréwnaniu do innych antyoksydantéow

réznigcych sie mechanizmem dziatania

2. wyjasnienia mechanizmu dziatania neuroprotekcyjnego w komdrkach nerwiaka

poddanych dziataniu zwigzkéw utleniajacych

3. oceny wiasciwosci ochronnych i sygnalizacyjnych w komérkach raka

watrobowokomoérkowego
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Aktywnos¢ i mechanizmy dziatania EGT ocenione byly w modelu bezkomérkowym
(aktywnos¢ antyoksydacyjna) oraz w modelu komérek eukariotycznych ludzkiego nerwiaka
zarodkowego SH-SY5Y i komdrek raka watrobowokomaorkowego HepG2. Obie wybrane linie
sg komdrkami nowotworowymi izolowanymi z ludzkich nowotworéw. Dlaczego te modele
komérek zostaty wybrane do badan w odniesieniu do oceny efektéw neuroprotekcyjnych 2
ergotioneiny?

W badaniu zastosowano wiele metod aby zrealizowaé postawione cele, wybér metod
wydaje sie by¢ uzasadniony. Do oceny potencjatu antyoksydacyjnego EGT w roztworach
zastosowano metode redukcji kationorodnika ABTS oraz test FRAP oparty o reakcje redukcji
jonu zelazowego. Wynik zdolnosci antyoksydacyjnej podano w réwnowaznikach troloksu.
Inne metody: ocena przezywalnosci komoérek z zastosowaniem resazuryny (SH-SYSY) i
metody akumulacji czerwieni obojetnej (HepG2), pomiar generacji reaktywnych form tlenu
i azotu w komdrkach z zastosowaniem sond fluorescencyjnych, analiza cytometryczna faz
cyklu komérkowego (LPS, EGT, komdrki HepG2), ocena indukcji apoptozy po barwieniu
jodkiem propidyny i Hoechst z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego (SH-SY5Y),
pomiar poziomu metalotionein z odczynnikiem Ellmana (komérki HepG2), ocena modulac;ji
autofagii, pomiar cytometryczny aktywnosci transporteréw ABCB1 z uzyciem kalceiny, Fluo-
3 i sondy BCECF-AM, analiza ekspresji wybranych genéw metoda Real-Time qPCR, pomiar
poziomu wybranych biatek metoda western blot (komadrki SH-SY5Y i HepG2).

Wyniki opisane w pracy:

1. Pomiary metod3 redukcji rodnika ABTS pokazaly, ze ergotioneina jest poréwnywalnie
efektywnym antyoksydantem co kwas moczowy, wykazuje jednak istotnie nizsza
aktywnos¢ antyoksydacyjng niz kwas askorbinowy, glutation i L-cysteina. Podobne
wyniki obserwowano w obecnosci oksydantéw dichlorowodorku 2,2’-azobis(2-
metylopropionamidyny (AAPH) czy wodorotlenku tert-butylu (TBOOH). Natomiast w
obecnosci H202 EGT okazata sie istotnie silniejszym antyoksydantem niz L-cysteina i
istotnie stabszym antyoksydantem niz kwas askorbinowy. Aktywnos¢ oksydacyjna EGT
w obecnosci dichromianu (K2Cr207) byta podobna jak kwasu askorbinowego, ale
istotnie nizsza niz dla kwasu moczowego, glutationu czy L-cysteiny. W tescie redukg;ji
zelaza (FRAP) zaobserwowano istotnie nizsza aktywnosé antyoksydacyjng EGT niz
kwasu askorbinowego i kwasu moczowego niezaleznie od obecnosci zwigzku
utleniajgcego, za wyjatkiem uktadu z dichromianem (K2Cr207) gdzie dla EGT aktywnosé¢
antyoksydacyjna byta istotnie wyzsza niz dla kwasu askorbinowego. Obecno$¢ zwigzkow
utleniajgcych obnizyta aktywnos$¢ antyoksydacyjng EGT, ale nie zaobserwowano
istotnych zmian w zaleznosci od zwigzku utleniajacego.

2. Ergotioneina po inkubacji przez 24 godziny nie obnizata istotnie przeiywalnosci
komorek nerwiaka (SH-SY5Y) w zakresie stezert 10 — 200 pM (maksymalne obnizenie
12%). Wykonano oznaczenie przezywalnosci komorek traktowanych zwigzkami
utleniajgcymi: H202 5-150 uM, AAPH 10 — 2000 uM, DETA NONOate 10 — 500 pM,
menadion 5 — 100 pM. Sposréd badanych zwigzkéw najmniej toksyczny okazat sie H202
(10% obnizenie przezywalnosci), AAPH i DETA NONOate na podobnym poziomie (okoto
20% obnizenie przezywalnosci), najbardziej toksyczny menadion (IC50=71 pM).
Preinkubacja komoérek z ergotioneing zmniejszyta Smiertelno$¢ komérek indukowana
H202, AAPH i DETA NONOate, natomiast istotnie nasilita efekt toksyczny menadionu.
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W przypadku komoérek raka watrobowokomérkowego HepG2 oceniono przezywalnosé
komdrek w obecnosci ergotioneiny w zakresie stezen 12,5 — 100 pM, i zaobserwowano
redukcje przezywalnosci o okoto 20% dla stezenia 50 pM.

W badaniach przezywalnosci nie wyznaczono stezenia IC50 dla ergotioneiny. Jakie jest
uzasadnienie doboru stezert w przeprowadzonych badaniach, takze w odniesieniu do

stezen ergotioneiny w organizmie cztowieka (np. we krwi czy w watrobie)? 3

3. Generacja reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA) oceniana byta w komérkach SH-
SYSY po 24-godzinej inkubacji z EGT z zastosowaniem sond fluorescencyjnych: H2DCF-
DA (réine reaktywne formy tlenu), DHE (anionorodnik ponadtlenkowy), MitoSOX
(reaktywne formy tlenu w mitochondriach), DHR124 (nadtlenek wodoru, rodnik
hydroksylowy, nadtlenoazotyn), DAF-FM (tlenek azotu). Nie obserwowano generacji
reaktywnych form tlenu lub azotu w komérkach pod wptywem samej EGT. Natomiast
preinkubacja komoérek z EGT istotnie obnizata poziom RFT po dziataniu H202, oraz
istotnie obnizyta poziom anionorodnika ponadtlenkowego po dziataniu menadionu.
Ogélny poziom RFT/RFA czy nadtlenku wodoru istotnie zwigkszyt si¢ po dziataniu
donora tlenku azotu DETA NONOate lub AAPH po preinkubacji z EGT. EGT nie wptywa
na poziom tlenku azotu w komoérkach nerwiaka SH-SY5Y.

W komérkach raka watrobowokomérkowego Hep-G2, EGT istotnie obnizata generacje
RFT ogétem, bez wptywu na produkcje H202 (poziom anionorodnika ponadtlenkowego
nie byt mierzony). Obserwowano takie istotnie zwigkszony poziom tlenku azotu w
komoérkach Hep-G2 pod wptywem EGT. Jaki moze by¢ mechanizm generacji tlenku
azotu zaleinej od EGT w komodrkach HepG2? Prawdopodobnie jest to stymulacja
syntazy NO (NOS) o czym pisze Doktorant w oméwieniu wynikéw dotyczacych LPS (str.
96). Wyjasnieniem moze by¢ takze dziatanie EGT wobec komplekséw dinitrozylo-
ditiolo-zelazowych (DNIC) prowadzace potencjalnie do uwolnienia NO, ale jest to tylko
hipoteza, ktéra nie byta weryfikowana w trakcie badan opisywanych w rozprawie
doktorskie;j.

Wyniki opisane w pracy, wskazujg ze EGT moie by¢ zmiataczem anionorodnika
ponadtlenkowego, ale jednocze$nie moze przyczynia¢ sie do powstawania nadtlenku
wodoru. Doktorant odpowiednio omawia te reakcje powotujac sie na literature
naukowa. Natomiast jakie moze by¢ wyjasnienie wynikéow uzyskanych dla donora
tlenku azotu DETA NONOate? Jesdli zastosowanie DETA NONOate miato postuzyé
generacji natlenoazotynu to nalezato do ukfadu doda¢ generator aniorodnika
ponadtlenkowego.

4. Ocena procesu apoptozy wykazata ochronng role EGT dla komérek nerwiaka
traktowanych H202 czy AAPH co spowodowato istotny spadek frakcji komodrek
nekrotycznych czy komdrek na wczesnym etapie apoptozy. W przypadku komoérek
traktowanych DETA NONOate czy menadionem, ergotamina spowodowata istotne
obnizenie frakcji komdrek w fazie zaawansowanej apoptozy.

5. Preinkubacja komdérek SH-SY5Y z ergotaming nie wptywa istotnie na dziatanie litu w
ocenie przeiywalnosci komodrek czy generacji reaktywnych form tlenu i azotu,
natomiast EGT powoduje spadek ilosci komdrek wczesnoapoptotycznych w prébach
traktowanych litem.

6. Zaobserwowano, ze EGT moze modulowaé poziom fosforylacji biatka GSK3p (kinaza
syntazy glikogenu 3) oraz biatka ULK1 w obecnosci litu w komdrkach nerwiaka (wyniki
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nie poparte analiza statystyczng). Ponadto analiza wykazata, ze EGT nie wptywa na
poziom biatek modulujagcych proces makroautofagii i autofagi zaleinej od biatek
opiekuniczych (Hsc70, cdk5, LC3-A i LC3-B). Wykazano istotng indukcje poziomu biatka
GSK3a i biatka mTOR pod wptywem EGT. Nie byto efektu EGT na poziom biatka GSK3pB
w komérkach nerwiaka wczesniej traktowanych litem.

7. Wykazano istotne obnizenie poziomu wakuol autofagowych pod wptywem ergotaminy 4
w  komdrkach nerwiaka. Podobne  wyniki dotycza komorek  raka
watrobowokomaérkowego HepG2.

8. W celu analizy potencjatu EGT do modulacji szlaku przejécia epitelialno-
mezenchymalnego, wykonano analize poziomu kilku biatek (wimektyny, B-kateniny,
Z01, Snail, ZEB1, E-kadheryny) w komodrkach SH-SY5Y; nie wykryto ekspresji N-
kadheryny, Klaudyny-1, Slug), z ktérych dla ZO1 i ZEB1 zaobserwowano istotne
obnizenie poziomu po dziataniu EGT.

9. Ergotamina w stezeniu 200 uM zwieksza ekspresje genu slc22a4 kodujgcego biatko
SLC22A4 transportujagce EGT w komérkach SH-SY5Y. Natomiast w komdrkach HepG2
EGT nie zmienia ekspresji genu slc22a4 oraz poziomu biatka SLC22A4.

10. Preinkubacja komoérek HepG2 z EGT istotnie obniza poziom RFT ogétem oraz poziom
H202 indukowanych lipopolisacharydem (LPS). Poziom tlenku azotu istotnie zwieksza
sie pod wptywem LPS w komdrkach HepG2, a preinkubacja z ergotaming istotnie nasila
ten efekt.

11. EGT i LPS nie wptywaja na przesuniecie faz cyklu komérkowego HepG2.

12. Ergotamina obniza poziom metalotionein (biatka bogate w cysteine, ktére wigza wolne
formy tlenu oraz metale, chronigc tym samym komorki przed uszkodzeniami) w
komodrkach raka watrobowokomérkowego HepG2. Jednocze$nie w komérkach
traktowanych LPS preinkubacja z EGT przywraca poziom metalotionein prawie do
wartosci kontrolnych (bez LPS).

13. W pracy oceniono wptyw ergotaminy na dziatanie chemioterapeutykéw na komarki

HepG2. Zaobserwowano, ze preinkubacja z EGT obniza efekt cytotoksyczny
doksorubicyny czy cisplatyny. Wyniki sugeruja, ze EGT moze modulowaé aktywno$é
transporteréw z rodziny ABC (ABCB1 i ABCC1), ale trudno jest jednoznacznie
wnioskowa¢ gdyz w pracy przedstawione s3 wyniki reprezentatywne bez analizy
statystyczne;j.
Analizowano takze wptyw EGT na poziom ekspresji gendw transporteréw z rodziny ABC
(38 genow) oraz poziom biatka transporteréw ABCC1 i ABCC2. Wykazano wzrost
ekspresji genéw ABCA2, ABCC1, ABCC11 oraz zahamowanie ekspresji gendw ABCB6,
ABCC5, ABCF3 pod wptywem EGT w porédwnaniu do kontroli. Stwierdzono takze istotne
zwiekszenie poziomu biatka ABCC1 pod wptywem EGT,

Wyniki przedstawione w pracy sg bardzo réznorodne i rozlegle odpowiadajg na
postawione cele. W rozdziale Dyskusja uzyskane wyniki s3 oméwione i przedyskutowane w
odniesieniu do wifasciwie dobranych pozycji pismiennictwa. W omdwieniu wynikéw
Doktorant wyjasnia obserwacje z badania, sugeruje potencjalne mechanizmy
odpowiedzialne za obserwowane zjawiska, jednak za mato odnosi sie do efektéw
neuroprotekcyjnych ergotaminy. W rozdziale Podsumowanie zebrane s najwazniejsze
wyniki i wnioski z badania, ktére wskazujg, ze ergotioneina posiada dobre wiasciwosci
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antyoksydacyjne i ochronne wobec komodrek nerwiaka SH-SY5Y. W modelu komoérek raka
watrobowokomodrkowego ergotioneina charakteryzuje sie wifasciwosciami czgsteczki
sygnatowej, jednak na potwierdzenie niektorych wnioskdw wskazane sg dalsze badania
(np. sprawdzenie mechanizmu odpowiedzialnego za zwiekszone stezenie NO pod wptywem
ergotaminy). Nieuprawnione jest sformutowanie, ze EGT uwalnia NO z komplekséw DNIC,
prowadzac do aktywacji szeregu szlakéw sygnalizacji zaleznej od NO, w tym do modulacji 5
poziomu biatka ZO1 oraz czynnika transkrypcyjnego ZEB1 — wniosek ten jest oparty o
wyniki wykonane w tym badaniu na réznych liniach komadrkowych.

W mojej opinii nalezy zwrécié uwage na znaczenie biologiczne uzyskanych wynikéw,
szczegolnie jesli wyniki badan modelowych in vitro majg by¢ odniesione do procesow
zachodzacych w organizmie. Przyktadem moie by¢ ostabianie przez ergotamine efektu
cytotoksycznego lekéw przeciwnowotworowych doksorubicyny i cisplatyny w komérkach
raka watrobowokomérkowego HepG2. Ta obserwacja moie wskazywaé na koniecznos¢
zwiekszenia dawek cytostatykow podczas leczenia nowotworu w celu osiggniecia efektow
terapeutycznych.

Rozprawa doktorska mgr Michata Rakowskiego ma forme maszynopisu ksigzki, liczy 122
strony i zawiera wszystkie elementy wymagane dla rozprawy doktorskiej: wstep, materiat i
metody, wyniki, dyskusja, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografia.
Wstep do rozprawy stanowi przeglad literatury naukowej i opisuje synteze, dystrybucje do
tkanek i aktywnos$¢ antyoksydacyjng ergotioneiny. Natomiast we wstepie zabrakto
rozdziatu poswieconego tematyce neuroprotekcji, a ocena aktywnosci neuroprotekcyjnej
ergotaminy jest zawarta w hipotezie badawczej pracy doktorskiej. Uzupetnieniem wiedzy
moga by¢ fragmenty tekstu w dyskusji, ktére mogtyby by¢ przeniesione do wstepu (np. ze
strony 83). Pismiennictwo przygotowane zgodnie ze stylem porzadkowym (Vancouver)
cytowania, obejmuje 232 pozycje (publikacje z czasopism anglojezycznych), dobrane
wiasciwie do omawianych tresci.

Uwagi:

- do analizy statystycznej wynikow zastosowano tylko test t Studenta. Brakuje informacji o
sprawdzeniu wymagan do testu t Studenta (normalno$é¢ rozktadéw, homogennosé
wariancji), nie wiadomo tez czy byt to test dla prob zaleznych czy niezaleznych. W wielu
przypadkach analizowane byty wiecej niz 2 grupy co wymagatoby zastosowania analizy
wariancji. Ponadto, w niektorych przypadkach nalezatoby rozwaiy¢ zwiekszenie liczby
powtdrzen z 3 do 5-6 w celu poprawy jakosci wnioskowania statystycznego;

- w legendzie Ryciny 5 opisano, ze stezenia zwigzkow na osi X podane s3 jako logarytm
naturalny a w tytule osi zapisano logarytm dziesietny (log c);

- zroinicowane przedstawienie wynikow jako srednia arytmetyczna oraz odchylenie
standardowe (SD) lub sredni btad $redniej (SEM);

- mocno rozbudowany rozdziat Dyskusja, chaotyczny uktad tresci. Czes¢ informacji
przedstawionych w tym rozdziale nie dotyczy bezposrednio omodwienia wynikéw
prezentowanych w pracy np. znaczenie ergotaminy w przeciwdziataniu skutkom
hiperglikemii;

- we wstepie (str. 14) informacja o powszechnym wystepowaniu transportera SLC22A4 w
tkankach i komédrkach organizmu ludzkiego poparta jest danymi z ludzkich linii
komérkowych nowotworowych;
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- w przypadku gdy na poczatku zdania wystepuje liczba, liczbe nalezy zapisaé stownie (np.
str. 26)

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska magistra Michata Rakowskiego jest
wartosciowa i wnosi wartosci poznawcze uzupetniajgce dotychczasowa wiedze na temat
ergotioneiny. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 6
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668). Przedktadam
Komisji Uniwersytetu todzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne
wniosek o dopuszczenie mgr. Michata Rakowskiego do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego.

tédz, 22 luty 2024 roku
Bogustawa Luzak
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