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Dr hab. Hanna Pruchnik, profesor UPWr Wroctaw, 13.12.2020 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Strumilto, pt.
»Wplyw melatoniny i resweratrolu na zmiany struktury i funkcji dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego i dehydrogenazy mleczanowej indukowane

reaktywnymi formami tlenu i azotu”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy aktualnych i waznych zagadnien
zwigzanych z poszukiwaniem skutecznych metod zapobiegania 1 leczenia chordb
neurodegeneracyjnych. Z uwagi na proces starzenia si¢ spoleczenstw, znaczaco wzrasta liczba
zdiagnozowanych przypadkow zachorowan na stwardnienie zanikowo boczne czy choroby
Alzhaimera i Parkinsona. Badania naukowe wykazuja, ze jedng z przyczyn lub konsekwencji
powstania tych nieuleczalnych jak dotad chorob, jest stres oksydacyjny. Skutkiem dtugotrwatego
lub wysokiego stresu sg najczesciej uszkodzenia waznych molekut komorkowych takich jak
lipidy, DNA czy biatka. Zatem wybor tematu badawczego jest jak najbardziej zasadny i trafny.

Praca doktorska mgr Joanny Strumilto zostala wykonana w Katedrze Biofizyki
Molekularnej Instytutu Biofizyki na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego pod Kierunkiem prof. dr hab. Mieczystawa Puchaty i dr hab. Aleksandry Rodackiej
(promotor pomocniczy). Srodki finansowe na badania, prowadzone w ramach niniejszej
rozprawy, pochodzilty z dotacji celowej dla miodych naukowcow (Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, 2015-2016) oraz z projektu NCN Opus nr 2012/05/B/NZ1/00701.
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Uktad rozprawy jest przejrzysty, dysertacja zostata podzielona na 11 rozdziatow i
starannie zredagowana. Autorka we wprowadzeniu teoretycznym, w oparciu o odpowiednig
literaturg, uzasadnia znaczenie i1 celowos¢ podjetych badan. Nastgpnie przedstawia cel pracy,
gléwne zalozenia i zastosowane metody badawcze oraz dyskusje najwazniejszych wynikow,
podsumowanie i wnioski. Kolejne rozdzialy stanowig streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, literatura, tacznie 62 pozycje, z czego okoto 60% sg to prace z ostatnich pigciu lat,
pozostalty dorobek naukowy Autorki oraz kopie publikacji tworzacych prace doktorskg i

o$wiadczenia wspotautorow tych prac.

Podstawg rozprawy doktorskiej sg trzy oryginalne, spdjne tematycznie prace z lat 2015-2019,
opublikowane w czasopismach z listy JCR o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania
[F=9,236 (liczba punktow MNiSW - 135).

1. A. Rodacka, J. Strumillo, M. Puchala, E.Serafin, G. Bartosz (2019) Comparison of
protective properties of resveratrol and melatonin in the radiation inactivation and destruction
of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and lactate dehydrogenase. International
Journal of Radiation Biology 95(11), 1472-1483.

2. J. Strumillo, K.E. Nowak, A. Krokosz, A. Rodacka, M. Puchala, G. Bartosz (2018) The
role of resveratrol and melatonin in the nitric oxide and its oxidation products mediated
functional and structural modifications of two glycolytic enzymes: GAPDH and LDH. BBA -
General Subjects 1862, 877-885.

3. A. Rodacka, J. Strumillo, E. Serafin, M. Puchala (2015) Analysis of Potential Binding
Sites of 3,5,4'-Trihydroxystilbene (Resveratrol) and trans-3,3',5,5'-Tetrahydroxy-4'-
methoxystilbene (THMS) to the GAPDH Molecule Using a Computational Ligand-Docking
Method:Structural and Functional Changes in GAPDH Induced by the Examined
Polyphenols. Phys. Chem. B. 119, 9592—-9600.
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Zgodnie z o$wiadczeniami wszystkich wspoétautoréw, udziat procentowy Doktorantki w
poszczegolnych pracach jest znaczacy. W publikacji zamieszczonej w BBA (2), mgr Joanna
Strumilto jest pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym, a jej wktad w powstanie
manuskryptu wynosi 55%, natomiast w pozostatych po 40% (1 i 3). Doktorantka napisata
pierwotng wersj¢ artykutu z BBA i uczestniczyta w pisaniu/korekcie pozostatych manuskryptow,
a takze zaprojektowala cze¢$¢ eksperymentdow omowionych w drugiej i trzeciej pracy. W kazdej
publikacji Autorka rozprawy wykonata cze$¢ badan i opracowata uzyskane wyniki, co pozwala
stwierdzi¢, ze Doktorantka aktywnie uczestniczyla w badaniach zaréwno na etapie ich
planowania, wykonania i opracowania danych w formie publikacji. Wszystko to swiadczy o
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Warto rowniez zaznaczy¢, ze mgr Joanna Strumitto oprécz publikacji wiaczonych do rozprawy
doktorskiej jest wspotautorkg 4 prac oryginalnych, rozdziatu w monografii i 15 komunikatéw
zjazdowych, na uwage zastuguje wysoka catkowita wartos¢ impact factor dorobku naukowego
Doktorantki, I[F=65,452 (280 punktow MNiSW).

Celem pracy Doktorantki byto okreslenie roli melatoniny i resweratrolu w oksydacyjnych
uszkodzeniach dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) i dehydrogenazy
mleczanowej (LDH).

Do badan wybrano dwa, naturalnie wystgpujace przeciwutleniacze, melatoning i resweratrol.
Prace podzielono na kilka etapow. Wykonano badania, ktorych celem byto poréwnanie wptywu
wolnych rodnikow tlenu (RFT) oraz azotu (RFA) na zmiany aktywnosci i struktury wybranych
biatek. Do testow oprocz GAPDH wybrano LDH, obie dehydrogenazy pochodzace z mig$ni
krolika: GAPDH - wielofunkcyjny enzym glikolityczny stosowany w analizie mechanizmu
chorob neurodegeneracyjnych natomiast LDH, enzym o podobnej strukturze i funkcji, co
GAPDH, ale znaczaco roznej budowie centrum aktywnego. Co bardzo istotne, dobor
odpowiednich obiektow badawczych umozliwil lepsze zrozumienie zmian strukturalnych 1
funkcjonalnych w oksydacyjnie zmienionym GAPDH. Kolejnym etapem badan bylo
sprawdzenie efektywnosci wybranych przeciwutleniaczy w zapobieganiu oksydacyjnym

modyfikacjom i uszkodzeniom GAPDH oraz LDH. Ponadto, w celu wyjasnienia przyczyny tego
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efektu, oceniono mozliwo$¢ oddzialywania melatoniny i resweratrolu z czasteczkami badanych
biatek.

Ogoblny cel pracy zostat prawidlowo sformulowany, a jego realizacja wymagata

przeprowadzenia obszernych badan, ktore wykonano przy uzyciu odpowiednio dobranych metod
I technik badawczych: spektroskopii fluorescencyjnej, UV-Vis oraz dichroizmu kotowego,
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), pomiaréw potencjatu zeta (£) oraz metody
modelowania molekularnego.
Reaktywne formy tlenu i azotu byly generowane metodami: radiacyjng, w wyniku radiolizy
wody, enzymatyczng i chemiczng. Zmiany konformacyjne GAPDH i LDH w obecnosci RFT lub
RFA  okreslono metoda dichroizmu kotowego i HPLC. Przy wuzyciu metody
spektrofotometrycznej oszacowano zmiany funkcjonalne w biatkach na podstawie ich zdolnosci
do redukcji lub utleniania NAD(H), jako kofaktora w katalizowanych przez te enzymy
reakcjach, natomiast oksydacyjne modyfikacje reszt cysteiny okreslono metoda
spektrometryczng (Ellmana). Powyzej wymienione metody postuzyly roéwniez do oceny
efektywnosci melatoniny i resweratrolu w zapobieganiu oksydacyjnym zmianom badanych
biatek. Do badania oddziatywan przeciwutleniacz-biatko wykorzystano metode modelowania
molekularnego. W przypadku GAPDH i resweratrolu zweryfikowano rezultaty obliczen na
drodze do$wiadczalnej, zbadano gaszenie fluorescencji reszt tryptofanu i czas zycia fluorescencji
tryptofanu. Dodatkowo zmierzono zmiany potencjatu  na powierzchni GAPDH bez i w
obecnosci przeciwutleniacza.

Na uznanie zastuguje zamieszczona w dysertacji obszerna dyskusja i omowienie wynikow
zawartych w publikacjach (niezaleznie od zatagczonych publikacji). W poszczegolnych
podpunktach rozdziatu ,,Dyskusja najwazniejszych wynikow” Doktorantka zestawia i porownuje
wyniki otrzymane réznymi metodami, odnosi si¢ do poszczegdlnych publikacji i odwotuje do
rysunkow 1 tabel tam zamieszczonych. Co bardzo istotne, Autorka umiejetnie porownuje wyniki
badan wtasnych z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy cytujac odpowiednie i aktualne
publikacje, na podstawie ktorych formutuje wnioski. Swiadczy to o duzej wiedzy teoretycznej

mgr Joanny Strumilto w odniesieniu do swoich badan, a tym samym w obszarze swojej

dyscypliny.
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Podczas lektury publikacji i zamieszczonej dyskusji nasungty mi si¢ pytania/uwagi do
Doktorantki. W jakiej temperaturze byly prowadzone pomiary metodg dichroizmu kotowego i
HPLC w badaniach, ktorych celem bylo okreslenie ochronnych wilasciwosci melatoniny i
resweratrolu (publikacja nr 1)? Autorka dysertacji mozliwo$¢ wystepowania oddziatywan
polifenol-biatko weryfikowata rowniez metodami biofizycznymi, m.in. metoda gaszenia
fluorescencji. Pomiary byly prowadzone w temperaturze pokojowej, czy Doktorantka
wykonywata pomiary w temperaturze 37°C (fizjologicznej)? Autorka na podstawie nieliniowego
przebiegu krzywej Sterna-Volmera sugeruje mechanizm dynamiczny jak i statyczny gaszenia
fluorescencji tryptofanu. Weryfikacja i potwierdzeniem tej sugestii sa w tym przypadku wyniki
dodatkowych eksperymentow, pomiaréw czaséw zycia fluorescencji, potencjatu C oraz
modelowania molekularnego. Mam jedynie wskazanie, co do ewentualnych nastepnych testow,
pomiary gaszenia fluorescencji Doktorantka powinna wykona¢ w kilku temperaturach, to
umozliwi okres§lenie mechanizmu gaszenia fluorescencji, mozna tez wyznaczy¢ K, (Stata
szybko$ci gaszenia bimolekularnego), co pozwoli oszacowaé¢ dodatkowo stopien ekspozycji
fragmentow biatka zawierajacego reszty tryptofanowe.

Autorka w podsumowaniu stwierdzila, ze ,,zarowno resweratrol jak i melatonina mogq nasilac
lub przeciwdzialaé oksydacyjnym uszkodzeniom w badanych enzymach glikolitycznych”, co
oczywiscie zalezy od rodzaju RFT lub RFA w badanym uktadzie. Czy otrzymane wyniki
mozemy odnies¢ do organizmow zywych? Czy mozemy okresli¢ ,,bezpieczne” st¢zenie
przeciwutleniaczy? Czy mozna zaplanowa¢ badania in vivo? Bardzo prosze¢ o komentarz.
Rozprawe koncza wnioski 1 podsumowanie, ktorych tres¢ pozwala stwierdzié, ze cel pracy
zostal osiggniety. Uzyskane wyniki potwierdzity znacznie wiekszg wrazliwos¢ GAPDH na
indukowane przez RFT i RFA zmiany funkcjonalne i strukturalne w poréwnaniu z LDH, co jak
wykazano, jest zwigzane z roznica w budowie obu enzymoéw. Wykazano, Zze melatonina i
resweratrol maja dziatanie zar6wno pro- jak i antyoksydacyjne wzgledem biatek GAPDH i LDH,
ktory jest Scisle zwigzany z obecnos$cig okreslonego rodzaju rodnika w uktadzie badawczym. W
czasie reakcji RFT 1 RFA z przeciwutleniaczami powstajg rodniki lub produkty utleniania
resweratrolu 1 melatoniny, ktore istotnie wplywaja na funkcje i strukture GAPDH oraz w duzo

mniejszym stopniu na czasteczk¢ LDH. Wtasciwosci prooksydacyjne badanych
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przeciwutleniaczy przewazaty w uktadach, gdzie generowane byty mniej reaktywne, ale bardziej
selektywne RFT i RFA. Wyrazny efekt antyoksydacyjny badanych zwigzkow zaobserwowano
jedynie w przypadku, gdy RFT byly generowane radiacyjnie, z tym, ze resweratrol zapobiegal
zmianom funkcjonalnym obu enzymoéw, melatonina zapobiegata zmianom strukturalnym
GAPDH i LDH, a przed zmianami funkcjonalnymi chronita tylko czasteczke LDH. Metodami
biofizycznymi i modelowania molekularnego potwierdzono réowniez, ze pomiedzy wybranymi

do badan przeciwutleniaczami a enzymami zachodzg oddzialywania nieckowalencyjne.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze mgr Joanna Strumitto podjeta si¢ realizacji waznego
zagadnienia, badania zostaly starannie zaplanowane i opublikowane w renomowanych
czasopismach. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera istotne elementy
poznawcze, uzyskane wyniki dostarczyly cennych informacji na temat interakcji resweratrolu i
melatoniny oraz ich produktéw utleniania z dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego i
dehydrogenaza mleczanowa. Wiedza na temat tych oddzialywan ma duze znaczenie w
kontek$cie poszukiwania skutecznych substancji w zapobieganiu/leczeniu zaburzen
neurodegeneracyjnych.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny przez mgr Joanng Strumillo rozprawa jest
oryginalnym osiggnieciem i odpowiada wymogom stawianym pracom doktorskim zgodnie z
Ustawa z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozniejszymi zmianami). W zwiagzku z
powyzszym wnosze¢ d0 Komisji Uniwersytetu L.odzkiego ds. Stopni Naukowych w dziedzinie
nauk Scistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne 0 przyjecie rozprawy i

dopuszczenie mgr Joanny Strumitto do kolejnych etapow przewodu doktorskiego.
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