SETL/
\-\"“) L3

& % Prof. dr hab. Grzegorz Bartosz

Katedra Biofizyki Molekularnej
! Uniwersytetu Lédzkiego
i ras oy

&
Ysig- g4

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Skélmowskiej pt.
»Enzymosomy antyoksydacyjne — otrzymywanie, badanie wlasciwosci oraz

mozliwo$ci wykorzystania w przechowywaniu nasienia knurow”

Powszechnos¢ stresu oksydacyjnego w fizjologii i patologii i jego negatywne skutki sktaniajg
do podejmowania prob stosowania antyoksydantow i enzymow antyoksydacyjnych dla ochrony
komorek i organizmow przed szkodliwymi skutkami dziatania reaktywnych pochodnych tlenu.
Pozytywne skutki takich interwencji sg jednak, jak na razie, ograniczone. Dlatego tez rozprawa
doktorska mgr Magdaleny Skélmowskiej podsumowujaca badania zmierzajagce do zwigkszenia u
zywotnosci plemnikéw knura poprzez stosowanie preparatu zawierajagcego liposomach
koniugaty enzymow: dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy, jest interesujgca zaréwno z

poznawczego punktu widzenia, jak i ze wzglgdu na potencjat praktycznego zastosowania.

Praca ma wilasciwy uktad. Otwiera jg streszczenie w jezyku angielskim i polskim, Wstep
przedstawiajacy istot¢ i wage zagadnienia oraz kompetentnie napisany Przeglgd pismiennictwa,
omawiajagcy m. in. reaktywne formy tlenu uklady antyoksydacyjne, liposomy, enzymosomy,
koniugacj¢ enzymow antyoksydacyjnych oraz nasienie i plemniki, w kontekscie reaktywnych
form tlenu, uktadu antyoksydacyjnego i przechowywania. W trakcie lektury tej czgsci rozprawy
nasungta mi si¢ refleksja, ze moglaby ona by¢ podstawa co najmniej jednego artykutu
przegladowego. Pubmed pokazat, ze artykut taki, dotyczacy enzymosoméw antyoksydacyjnych,
zostal przez Doktorantke i Jej Promotora napisany i ukazat si¢ w 2011 roku w czasopi$mie

Postgpy Medycyny i Higieny Doswiadczalnej.

Jako cel pracy Doktorantka postawila sobie opracowanie metody wytwarzania stabilnego
antyoksydacyjnego preparatu enzymatycznego, ktory bedzie mogt przedluzaé zdolnosé
zapladniajgcg plemnikéw nasienia knura. Przydatnos¢ takiego preparatu bytaby niewagtpliwa ze
wzgledu na koniecznos¢ przechowywania nasienia knura w stanie niezamrozonym, w
temperaturze 17°C, co zwigksza narazenie plemnikéw na dziatanie reaktywnych pochodnych

tlenu. Doktorantka zdecydowala si¢ na zastosowanie w tym celu enzymosomdéw zawierajgcych




zwigzane z dekstranem koniugaty dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy, dwu podstawowych

enzymoOw antyoksydacyjnych.

Kolejna czes$é pracy to Materialy i Metody, opisane nalezycie szczegbtowo. Wyniki
przedstawione s3 w sposéb ogdélnie wiasciwy (uwagi co do ich prezentacji przedstawiam
ponizej). Doktorantka stosowata do otrzymania enzymosomdéw dysmutaz¢ ponadtlenkowg
izolowang z gtéwek czosnku jadalnego Allium sativum. Czterostopniowa procedura izolowania
enzymu pozwolifa na jego 4-krotne oczyszczenie z wydajnoscig 22% (w stosunku do ekstraktu
chloroformowo-etanolowego) co dato preparat enzymatyczny o aktywnosci okoi'o 3100
jednostek pirogalolowych/mg biatka. Katalaza uzyta do doswiadczen otrzymywana byfa poprzez
dwuetapowe oczyszczanie handlowego preparatu (liofilizowanej katalazy z watroby bydlecej).
Autorka rozprawy uzyskata 1,65-krotne oczyszczanie preparatu z wydajnoscig 49%. Procedury
oczyszczania enzymow zostaly dobrze opisane; jedynym mankamentem dokumentacji jest
jako$¢ zdjeé rozdziatow elektroforetycznych (Ryc. 5.3 i 5.6), ktéra nie pozwala na okreslenie

homogennosci otrzymanych preparatéw biatkowych.

Kolejnym etapem pracy byto otrzymanie koniugatéw dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy
oraz polgczonych ze sobg za pomocg aldehydu dekstranu. Doktorantka wykonata 12 preparatow
réznigcych sie skladem i aktywnoscia enzymow, kolejnoscia ich wigzania oraz stopniem
oligomeryzacji. Nastepnie optymalizowata metodyke tworzenia enzymosoméw (40 réznych
preparatow) i poréwnywata ich stabilnos¢ w temperaturach -20°C i 4°C przez okres 8 tygodni
(24 preparaty). Optymalizacja obejmowata m. in. zbadanie zaleznosci wydajnosci inkapsulacji
od stezenia bialka w roztworze, stosunku lecytyny do cholesterolu oraz réznych technik
tworzenia liposom6w. Doswiadczenia te doprowadzity do wniosku, ze zwigkszona zawartos¢
cholesterolu, odpowiedni zakres stezen biatka w roztworze (2,5-5 mg/ml) i zastosowanie
techniki zamrazania-rozmrazania, a nastgpnie wytlaczania liposomoéw przez ekstruder o Srednicy
por 400 nm pozwala na wytworzenie stabilnych enzymosoméw. Szkoda nieco, ze stabilnos¢
enzymosomow nie byla badana w temperaturze 17°C tj. w temperaturze, w jakiej byly one

stosowane.

Kluczowym elementem pracy bylo zbadanie wptywu enzymosoméw zawierajacych katalaze,
dysmutaze ponadtlenkowa oraz koniugaty enzymdéw na zywotno$¢ plemnikéw w standardowo

rozcienczonej spermie knura podczas 12-dobowej inkubacji w temperaturze 17°C. Doktorantka
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zaobserwowala obnizenie rozpuszczalnosci tlenu w wyniku dodania enzymosomoéw do
rozrzedzalnika, jakkolwiek nie wptywato to na maksymalng szybkos¢ reakcji redukeji tlenu w
obecnosci bursztynianu. Wyniki pomiarow aktywnosci oddechowej plemnikéw wykazaly, ze
wzbogacenie standardowo stosowanego rozrzedzalnika enzymosomami zawierajgcymi koniugat
katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej chroni plemniki knura przed szkodliwym dziataniem
reaktywnych form tlenu zachowujgc niezmieniong szybko$¢ zuzycia tlenu w stanie oddechowym
4. Nie jest jasne, dlaczego tylko ten parametr byt przedmiotem analizy i dlaczego nie objeta ona
oznaczenia zywotnosci i ruchliwosci. plemnikéw, co jest przeciez podstawowym ktyterium
oceny ich przydatnosci. Otrzymane wyniki sg jednak jednoznaczne i mogg stanowi¢ punkt

wyjscia dla dalszych bada.

Mam ogdlng uwage dotyczaca prezentacji graficznej wynikow badan. Regulg jest, by na
osiach, zwlaszcza na osi rzednych przedstawiaé wielkosci fizyczne i ich jednostki miary.
Wykresy 5.18, 5.19 i 5.21 podajg tylko jednostki miary. Informacja podana w legendzie Ryc.
5.18 jest niepetna; podane sa objgtosci dodawanych roztworéw wyjsciowych i ich st¢zenia, brak
jest informacji o objetosci probki, do ktdrej byly one dodawane. Bardziej jednoznaczne byloby

podanie koncowych stezen dodawanych reagentow w probcee.

Obszerna, 22-stronicowa Dyskusja wystawia $wietne §wiadectwo znajomosci piSmiennictwa
przedmiotu, krytycyzmowi i dojrzatosci naukowej Doktorantki. Mam kilka drobnych uwag do
tej czesci pracy. Trudno mi zgodzi¢ sie z pogladem, ze dostgpna na rynku dysmutaza
ponadtlenkowa ,,jest gldwnie otrzymywana z surowicy krwi zwierzat” (s. 96). CuZn-SOD (ta
forma jest przede wszystkim dostgpna komercyjnie) jest enzymem wewnatrzkomdrkowym,
trudno wigc byloby pozyskiwaé ja z surowicy. Nie do konca podzielam tez poglad o tatwym
przenikaniu anionorodnika ponadtlenkowego przez dwuwarstwe lipidowa. Na s. 112 podane s3
ilosci, a nie stezenia dodawanego askorbinianu (warto$ci w mg; nie jest jasne, w odniesieniu do

jakiej objetosci rozrzedzalnika).

W oparciu o uzyskane wyniki Doktorantka formuluje pig¢ wywazonych Wnioskow.
Cytowane pismiennictwo obejmuje 212 pozycji; sa to w znakomitej wigkszosci oryginalne
prace anglojezyczne. Niestety format pismiennictwa nie jest konsekwentny, obok skrotow
czasopism pojawiajg si¢ pelne tytuly, nie jest tez ujednolicona konwencja podawania stron.

Rozprawa zaopatrzona jest w pomocny Wykaz skrotow.
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Ogodlnie starannos¢ edytorska i strona graficzna rozprawy robi bardzo dobre wrazenie.

| Moja ogdlna ocena rozprawy doktorskiej jest bardzo pozytywna. Relacjonuje ona we
whasciwej formie wyniki pracochlonnego projektu, zakonczonego propozycjg konkretnej
procedury otrzymywania enzymosoméw, mogacych zwigkszy¢ zywotnos¢ plemnikdéw knura w
standardowych warunkach przechowywania. Procedura ta moze zapewne byé przedmiotem

zgloszenia patentowego.

Uwazam, ze rozprawa spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez art. 14 i 15
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z
dnia 14 marca 2003 r. z p6zniejszymi zmianami. Z pelnym przekonaniem wnosz¢ wigc do
Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr

Magdaleny Skolmowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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Lodz, dnia 29 sierpnia 2014 Prof. dr hab. Grzegorz Bartosz




