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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Mezyriskiej pt.:
~Wplyw ekstraktu z owocéw aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa L.) na stan
oksydacyjno - redukcyjny i uszkodzenia oksydacyjne watroby w modelu doswiadczalnym
in vivo odpowiadajacym niskiej i umiarkowanej ekspozycji chronicznej cztowieka na kadm”
Praca zostata wykonana w Zaktadzie Toksykologii, Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku pod kierunkiem promotora prof. dr hab. n. med. Matgorzaty Michaliny Brzoski.

Przedstawiona do recenzji praca zostata przygotowana w oparciu o monotematyczny
cykl 4 publikacji opublikowanych w renomowanych czasopismach z listy JCR o sumarycznym
wspotczynniku oddziatywania IF rownym 14,101 oraz punktacji MNiSW rownej 130 pkt.,
w tym dwdch prac oryginalnych: 1) Mezyriska M., Brzéska M. M., Rogalska J., Pitat-
Marcinkiewicz B.: Extract from Aronia melonocarpa L. berries prevents cadmium-induced
oxidative stress in the liver: a study in a rat model of low-level and moderate lifetime human
exposure to this toxic metal. Nutrients, 2019; 11: 21 (IF: 4,196); 2) Mezyriska M., Brzéska M.
M., Rogalska J., Galicka A.: Extract from Aronia melanocarpa L. berries protects against
cadmium-induced lipid peroxidation and oxidative damage to proteins and DNA in the liver:
a study in a rat model of environmental human exposure to this xenobiotic. Nutrients, 2019,
11: 758 (IF:4,196) oraz dwéch prac przegladowych: 1) Mezyiska M., Brzéska M.M.:
Environmental exposure to cadmium — a risk for health of the general population in
industrialized countries and preventive strategies. Environ. Sci. Pollut. Res., 2018; 25 (IF:2,8);
2) Mezyriska M., Brzéska M. M.: Review of polyphenol-rich products as potential protective
and therapeutic factors against cadmium hepatotoxicity. J. Appl. Toxicol,, 2019; 39
{IF:2,909).

We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, a Jej wiodacy udziat
w powstaniu poszczegélnych prac wynosi odpowiednio: nie mniej niz 60% w przypadku prac
oryginalnych oraz nie mniej niz 70% w przypadku prac przegladowych, co zostato
potwierdzone przez pozostatych wspdtautorow.

Rozprawa doktorska - oprdocz wymienionych artykutow (rozdziaty 4-7) - zawiera
syntetyczne wprowadzenie do podjetej tematyki {rozdziat 1), zatozenia i cel pracy (rozdziat
2), metodyke badan (rozdziat 3), dyskusje (rozdziat 8), wnioski (rozdziat 9), a takze
streszczenie pracy w jezyku polskim (rozdziat 10) i angielskim (rozdziat 11). Dodatkowo jako
suplement {rozdziat 12) Doktorantka zamiescita opis swojego dorobku naukowego, w tym:
spis pozostatych publikacji naukowych oraz liste doniesiern konferencyjnych, a takie swoj
zyciorys. Catosé tych materiatow obejmuje tacznie 184 strony maszynopisu i stanowi spéjng
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dokumentacje przygotowang w sposéb bardzo czytelny i jednoczesnie opatrzone jest tadng
szatg graficzna.

Ocena rozprawy

Niezamierzona, catozyciowa ekspozycja srodowiskowa populacji generalnej na metale
toksyczne od wielu lat stanowi zagrozenia priorytetowe. Do metali uznanych za szczegdlnie
niebezpieczne dla ludzi z pewnoscig nalezy kadm (Cd), o czym $wiadczy fakt, ze umieszczono
go na 7 pozycji listy substancji chemicznych nalezacych do najbardziej niebezpiecznych
zanieczyszczeri srodowiskowych. Catozyciowa ekspozycja na kadm skutkuje jego kumulacjg
w ustroju, co niestety prowadzi do nieprzewidywalnych nastepstw zdrowotnych, w tym
niepozadanym dziataniem na réine narzady. Oznacza to, ze nie moina wykluczyé takie
dziatania toksycznego kadmu na watrobe. Watroba jest jednym z gtéwnych miejsc kumulacji
i detoksykacji roznych groinych ksenobiotykéow (w tym takze kadmu) i z tego powodu moze
by¢ obarczona zwiekszonym ryzykiem jej uszkodzenia. Mechanizm dziatania toksycznego
kadmu jest z pewnoscig wielokierunkowy, ale w ostatnich latach zwraca sie szczegodlna
uwage na potencjalne konsekwencje wynikajgce z jego dziatania prooksydacyjnego. Kadm
posrednio indukuje stres oksydacyjny, co skutkuje uszkodzeniem kluczowych
makroczasteczek komorkowych i prowadzi do dziatania uktadowego. Dotychczasowy stan
wiedzy na temat efektéw zdrowotnych u ludzi narazonych srodowiskowo na kadm wskazuje,
ze za narzady Kkrytyczne uznaje sie przede wszystkim nerki oraz uklad kostny. W czedci
wprowadzajgcej dysertacji Doktorantka przedstawita moiliwe konsekwencje dla zdrowia
populacji generalnej eksponowanej srodowiskowo na Cd, w tym zwigzane z dziataniem
nowotworowym. Z zebranego i przedstawionego w tej czedci rozprawy pismiennictwa
(w tym réwniez badan epidemiologicznych) wynika, ze pojawiaja sig juz pierwsze doniesienia
o mozliwym niekorzystnym oddziatywaniu kadmu na watrobe w przypadku ekspozyc;ji
srodowiskowej. Poniewaz udowodniono, ze metal ten hamuje mechanizmy naprawcze DNA,
nie mozna wykluczyé dziatania hepatotoksycznego na drodze zaktdconej apoptozy lub
nekrozy komdrek watrobowych, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do zaburzenia funkgji
tego narzadu. Tym bardziej tematyka pracy podjeta przez Doktorantke jest w petni
uzasadniona.

Podstawg sformutowania celu badawczego pracy doktorskiej mgr Magdaleny
Mazynskiej byto zatoienie, ze nalezy poszukiwaé skutecznych metod zapobiegajgcych
skutkom toksycznosci kadmu poprzez wdrozenie dziatan profilaktyczno-prewencyjnych.
Doktorantka zatozyta, Ze podawanie antyoksydantéw w diecie moze dziata¢ protekcyjnie na
watrobe i chroni¢ przed prooksydacyjnym dziataniem kadmu. Powyisze przypuszczenia
wynikaja rowniez z doswiadczenia wieloletnich badaf promotora pracy - Pani prof.
Matgorzaty Michaliny Brzézki, ktéra jest uznanym autorytetem w tej dziedzinie. Zespot Pani
Profesor potwierdzit eksperymentalnie migdzy innymi, ze podawanie bogatego w zwigzki
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polifenolowe ekstraktu z owocdw aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa L.} istotnie
zmniejsza kumulacje kadmu w organizmie, w tym takie w watrobie. W publikacji
przegladowej nr 2, bedacej sktadowa pracy doktorskiej, Doktorantka bardzo skrupulatnie
opisata korzystne antyoksydacyjne dziatanie zwigzkéw polifenolowych, ktérych bogate
zrédto stanowig rézne produkty roélinne w tym takze owoce aronii (Aronia melanocarpa).
Autorka zwraca w tej pracy uwage, ze zwigzki polifenolowe swoje wlasciwosci zawdzigczajg
obecnoéci grup hydroksylowych (-OH) zdolnych do kompleksowania jondéw metali o dziataniu
prooksydacyjnym, a takie bezposredniej zdolnosci do inaktywacji wolnych rodnikéw (FR}
i reaktywnych form tlenu (ROS). Mozna wiec uznaé, ze zwiazki polifenolowe beda takze
chroni¢ przed hepatotoksycznym dziataniem kadmu. Aby zweryfikowad stusznosc tej
hipotezy, Doktorantka zaplanowata badanie eksperymentalne majace na celu sprawdzenie,
czy podawanie samicom szczura Wistar ekstraktu z owocdw aronii podczas niskiej
i umiarkowanej ekspozycji na kadm bedzie chronito przed indukcjg stresu oksydacyjnego
w watrobie. Aby zweryfikowal poprawno$¢ postawionej hipotezy Doktorantka
zaproponowata cztery cele szczegotowe obejmujace: 1) ocene wpltywu niskiej
i umiarkowanej ekspozycji na kadm na stan oksydacyjno-redukcyjny i stopied uszkodzen
oksydacyjnych makroczasteczek komodrkowych (lipidy, biatka i DNA) oraz obraz
morfologiczny watroby; 2) zbadanie wptywu dtugotrwatego podawania ekstraktu z owocow
Aronia melanocarpa na stan oksydacyjno-redukcyjny i obraz morfologiczny watroby
w warunkach narazenia na jedynie $ladowe ilosci kadmu, wynikajace z jego, trudnej do
unikniecia, obecnosci w diecie; 3) stwierdzenie, czy podawanie ekstraktu z owocow aronii
czarnoowocowej podczas niskiej i umiarkowanej ekspozycji chronicznej na kadm chroni
przed rozwojem stresu oksydacyjnego i zapobiega uszkodzeniom oksydacyjnym lipidow,
biatek i DNA w watrobie oraz zmianami patologicznymi w obrazie morfologicznym tego
narzadu; 4) wyjasnienie potencjalnych mechanizméw ochronnego wptywu ekstraktu
z owocOw aronii na stan oksydacyjno-redukcyjny oraz makroczasteczki komorkowe
i strukture morfologiczng watroby w warunkach narazenia na kadm. Badania zostaty
przeprowadzone na modelu zwierzecym: samicach szczura szczepu Wistar, ktérym kadm
podawano w paszy w stezeniu 1 lub 5 mg Cd/kg oddzielnie lub tacznie z 0,1% wodnym
ekstraktem z owocow Aronia melanocarpa przez okres 3, 10, 17 lub 24 miesigcy. Aby
zrealizowad tak zréinicowane cele szczegétowe Doktorantka przeprowadzita bardzo szeroki
panel oznaczern biochemicznych, ktérych wyniki zostaty opublikowane w dwoch pracach
oryginalnych (publikacja 3 i 4). Aby oceni¢ stan antyoksydacyjny watroby Doktorantka
badata: aktywno$¢ wybranych enzyméw antyoksydacyjnych (takich, jak: dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx) oraz reduktaza
glutationowa (GR)); stezenie S-transferazy glutationowej {GST); stezenia antyoksydantow
nieenzymatycznych (tj. glutation zredukowany {GSH), tioredoksyna (Trx) i catkowite grupy —
SH) oraz catkowity status antyoksydacyjny (TAS). Stan oksydacyjny watroby zostat oceniony
na podstawie oznaczen: stezenia nadtlenku wodoru {H;0,); stezenia glutationu utlenionego
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(GSSG) oraz wyliczonego stosunku GSH/GSSG; steienia oksydazy ksantynowej (XOD)
i mieloperoksydazy (MPO), a takie catkowitego statusu oksydacyjnego (TOS). Stopien
uszkodzen oksydacyjnych makroczasteczek komorkowych w watrobie obejmowat: lipidy bton
komérkowych i wewnatrzkomérkowych — co zostalo wyrazone steieniem nadtlenkéw
lipidéw (LPO), dialdehydu malonowego (MDA) oraz 8-izoprostanu; w przypadku biatek —
oznaczono stezenie biatkowych grup karbonylowych (PC) i 3-nitrotyrozyny (3-NT);
w przypadku zmian DNA oznaczono steienie 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OHdG).
Dodatkowo, aby potwierdzi¢ potencjalng hepatotoksycznosé, Doktorantka oznaczyta
aktywnosci wskaznikowych enzyméw watrobowych z grupy aminotransferaz: alaninowej
(ALT) i asparaginianowej (AST) w surowicy, a takie za pomoca badania histologicznego
ocenita zmiany morfologiczne w watrobie. Na szczegélng uwage zwraca wykonana przez
Doktorantke ocena ekspresji matrycowego kwasu rybonukleinowego (mRNA} metalotionein:
1({MT1)i2 (MT2) w watrobie.

Jakkolwiek w literaturze moina znaleié prace, w ktorych wykazano, ze narazenie
zwierzat doswiadczalnych na kadm w dawkach toksycznych (na ogdt ekspozycja ostra)
prowadzi do zwiekszonego powstawania wolnych rodnikow i reaktywnych form tlenu, co
posrednio indukuje stres oksydacyjny w watrobie, co Doktorantka omdwita w pracach
przegladowych (publikacja 1 i publikacja 2), to praktycznie brak jest takich badan
przeprowadzonych na modelu odzwierciedlajagcym rzeczywiste narazenie populacji
generalnej na kadm, co w mojej ocenie bardzo podnosi wartos¢ aplikacyjng pracy. Uzyskane
przez Doktorantke wyniki, mogg zosta¢ praktycznie wykorzystane do szacowania ryzyka
zdrowotnego populacji generalnej. Na podkreslenie zastuguje takie wybdr zastosowanego
przez Doktorantke modelu doswiadczalnego, tj. samic szczuréw szczepu Wistar. Badania
ostatnich lat potwierdzaja, ze w przypadku narazenia érodowiskowego na kadm, to kobiety,
u ktorych w ustroju stwierdza sie istotnie wyzsze poziomy kadmu w porownaniu do
mezczyzn, s3 uznane za grupe zwiekszonego ryzyka na dziatanie toksyczne kadmu. To
konsekwentne w kazdym szczegdle, wzorcowe zaplanowanie badan z udziatem zwierzat,
a nastepnie ich realizacja, ktéra wymagata opanowania nie tylko szerokiego pakietu metod
biochemicznych, ale takie znajomosci technik preparacji materiatu biologicznego, $wiadcza
o bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu Doktorantki. Z petnym przekonaniem moge
stwierdzi¢, ze Doktorantka zrealizowata wszystkie zaplanowane przez siebie cele badawcze.
Wyniki uzyskane w pracy doktorskiej zostaty przez Nig i wsp. opublikowane jako dwie prace
oryginalne w bardzo dobrym, renomowanym czasopiémie, co oznacza, e przeszly
skrupulatny proces recenzji i zyskaty uznanie ekspertéw miedzynarodowych. Chciatabym
takze podkredli¢, ze bez watpienia najwazniejszym osiggnigciem pracy doktorskiej jest
wykazanie, ze podawanie 0,1% ekstraktu z owocow aronii w warunkach niskiej
i umiarkowanej ekspozycji na kadm zapobiega rozwojowi stresu oksydacyjnego i chroni
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi w  watrobie, a tym samym potwierdza
hepatoprotekcyjny wptyw ekstraktu. Drugim réwnie istotnym osiagnigciem (szczegdlnie
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w badaniach toksykologicznych) jest wykazanie, prawdopodobnie po raz pierwszy, ze kadm
moze uszkadza¢ watrobe juz przy tak niskim poziomie narazenia (tj. po podaniu w dawce
1 mg Cd/kg paszy). Oznacza to, ze watroba - podobnie, jak nerki i uktad kostny - moze by¢
narzadem docelowym w przypadku ekspozycji srodowiskowej populacji generalnej na kadm.
Na uznanie zastuguje takze fakt, ze Autorka uzyskane wyniki z duzg swoboda potrafi
konfrontowac na tle pismiennictwa $wiatowego, nie tracac przy tym krytycyzmu, co swiadczy
nie tylko o dojrzatoici naukowej, ale takie potwierdza Jej doskonate przygotowanie do
dalszej pracy naukowej. Prace doktorska koriczy rozdziat ,, Wnioski”, w ktérym Doktorantka
przedstawita piec¢ prawidtowo i logicznie sformutowanych wnioskow.

Podsumowujac, praca doktorska Pani mgr analityki medycznej Magdaleny Mezynskiej
pt. ,Wpltyw ekstraktu z owocdw aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa L) na stan
oksydacyjno-redukcyjny i uszkodzenia oksydacyjne watroby w modelu doswiadczalnym
in vivo odpowiadajacym niskiej i umiarkowanej ekspozycji chronicznej cztowieka na kadm”
stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, jak rowniez wnosi istotny aspekt
nowosci w ramach rozwoju toksykologii doswiadczalnej jako dyscypliny naukowej.
Recenzowana praca w petni spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim wynikajace
z art. 16 ust. 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytufe naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki {Dz.U. Nr 65, poz. 595 z péin. zm.), dlatego wnosze
do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Magdaleny Mezynskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny pracy, szeroki zakres
wykonanych badan, ktorych wyniki zostaly opublikowane jako dwie publikacje oryginalne
w renomowanym czasopi$mie z bazy JCR (Nutrients) o sumarycznym IF=8,39 wnosze do
Wysokiej Rady wniosek formalny o wyrdznienie pracy.
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