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Podstawg ubiegania sie Pani Mgr Arlety Dotowackiej - J6zwiak o stopier naukowy doktora nauk farma-
ceutycznych jest monografia zatytufowana , Wtasciwosci antyglikacyjne ekstraktéw roslinnych z ro-
dziny Reynoutria”, ktéra powstata pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Jakuba Gburka. Promotorem po-
mocniczym byt Pan dr Krzysztof Gotab. Przedstawiona do oceny praca podejmuje wazne zagadnienie z
punktu widzenia farmakoterapeutycznego i poznawczego dotyczace wtaéciwosci antyglikacyjnych eks-
traktow roslinnych z rodziny Reynoutria i ich wptywu na glikacje biatka transportujacego. W mojej opi-
nii przeprowadzone badania mogg stanowi¢ uzupetnienie dotychczasowe]j wiedzy na temat inhibito-
row glikacji biatek surowicy krwi, co jest wysoce cenione na tym etapie pracy naukowej.

Cukrzyca jest jednym z podstawowych probleméw zdrowotnych w skali spotecznej. Z powodu wielo-
letniego przebiegu choroby dochodzi do uszkodzenia i zaburzeri w czynnoéci oraz niewydolnosci réz-
nych narzadéw. Gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za narzadowe powiktania cukrzycy jest wzrost
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stezenia cukréw redukujgcych we krwi, ktérej biatka, gtéwnie albuminy, w kompleksie z lekami, sg od-
powiedzialne za ich transport. Zmieniona strukturalnie albumina moze traci¢ wtasciwosci wigzgce i do-
prowadzac¢ do zwiekszenia frakcji wolnej, odpowiedzialnej za efekt terapeutyczny leku. W odwrotnej
sytuacji, gdy albumina zmieni swojg konformacje tak, ze miejsca wigzania stosowanego leku beda ta-
twiej dostepne, lek zwigze sie w wiekszej ilosci z makroczgsteczky, a oczekiwane stezenie leku we krwi
nigdy nie osiggnie poziomu wiasciwego dla uzyskania sukcesu terapeutycznego. Istnieje wiele ligan-
doéw, ktére ze wzgledu na swe wiasciwosci mogg hamowac zmiany modyfikacyjne albuminy glikowa-
nej, tj. wptywac na powstawanie koricowych produktéw zaawansowanej glikacji (ang. Advanced Gly-
cation End products, AGEs) oraz na strukture i wtasciwosci wigzace albuminy glikowanej. Poszukiwanie
i analiza inhibitoréw glikacji moze zmniejszy¢ czesto$¢ wystepowania i nasilenie powiktan narzgdowych
wywotanych cukrzycg oraz wspomadc farmakoterapie.

Rozprawa doktorska Mgr Dotowackiej — JoZzwiak stanowi kompendium wiedzy dotyczgcej naturalnych
inhibitoréw glikacji. Rozprawa ma charakter interdyscyplinarny, otéz taczy zagadnienia z dyscyplin
nauk biologicznych, chemicznych oraz nauk medycznych. Cel doktoratu jest tematyka naukowg z jednej
strony popularng, lecz biorgc pod uwage potrzebe stosowania w terapii naturalnych i skutecznych pro-
duktéw, moze stanowi¢ element badan rozwojowych. Z powyzszych wzgledéw podjecie przez Panig
magister niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione, wazne z punktu widzenia poznaw-
czego, jak i diagnostycznego oraz farmakoterapeutycznego, a dysertacje oceniam pozytywnie.

2. OCENA MERYTORYCZNA

2.1 Znaczenie problematyki podjetej w recenzowanej rozprawie

Cukry redukujace (m.in. glukoza, fruktoza, galaktoza), w szeregu przemian noszacych nazwe reakcji
Maillarda, reagujg z resztami aminokwasow biatek powodujgc ich glikacje. Proces glikacji biatek prze-
biega wieloetapowo, a ostatnim etapem jest formowanie sie tzw. koricowych produktéw zaawanso-
wanej glikacji (ang. Advanced Glycation End Products, AGEs), ktére nasilajg mikro- i makroangiopatie
cukrzycows. Ta heterogenna grupa zwigzkéw o charakterystycznych wiasciwosciach odpowiedzialna
jest za zmiany konformacji przestrzennej biatek, czego efektem jest utrata ich pierwotnych witasciwosci
oraz zaburzenie petnionych przez nie funkgji fizjologicznych. Badania in vivo oraz in vitro procesu glika-
cji biatek pozwalajg na zidentyfikowanie markeréw biochemicznych, ktére sg stosowane rutynowo w
diagnozowaniu czy monitorowaniu chordb. Ponadto AGEs moga by¢ traktowane jako wskazniki stopnia
nasilenia glikacji.

Istnieje wiele niewyjasnionych w petni kwestii naukowych, ktére spowodowatyby spowolnienie badz
zapobieganie przemianom konformacyjnym biatek. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
moze stanowi¢ element badan rozwojowych wnoszgcych wktad w poznanie i zrozumienie zjawisk,
ktére lezg u podtoza procesdéw wywotujgcych okreslone skutki w danych warunkach panujgcych w or-
ganizmie.

2.2 Metodyka badawcza

Ogodlny cel pracy i zaprezentowana metodyka dotyczyty oceny wiasciwosci antyglikacyjnych ekstraktow
roslin wzgledem albuminy surowicy krwi wotowej (BSA) i ludzkiej (HSA). Pani Doktorantka opracowata
i zoptymalizowata model glikacji in vitro, ocenita potencjat hamujgcy badanych ekstraktéw na réznych
etapach tworzenia AGEs wraz z przeprowadzeniem korelacji miedzy potencjatem antyglikacyjnym eks-
traktéw roslinnych i zastosowaniem wzorcéw. By zrealizowac¢ zadany cel Pani Magister zastosowata

2




N 8 Slaski Uniwersytet Me-
\/ U + dyczny w Katowicach

dialize, technike spektroskopii fluorescencyjnej oraz elektroforeze w zelu poliakrylamidowym. Biorac
pod uwage tematyke pracy, ktéra dotyczy jednej z grozniejszych chordb cywilizacyjnych (cukrzycy),
popieram zasadnos$¢ zaplanowanego celu. W mojej ocenie, mimo iz wskazane jest zastosowanie do-
datkowych metod badawczych oraz poszerzenie badan o kolejne naturalne inhibitory glikacji, co moze
zamkng¢ etap badari in vitro i skierowa¢ badania do analizy in vivo, przeprowadzone badania moga
stanowic jeden z elementéw, ktory znajdzie swoje odzwierciedlenie w profilaktyce lub leczeniu cu-

krzycy.
2.3 Struktura rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata przygotowana zgodnie z wymogami ustawowymi.
Stanowi forme typowej, spéjnej monografii, liczy 225 maszynopisu. Doktorantka w swoim opracowa-
niu kolejno prezentuje: (i) Wstep i Cel pracy, (ii) Cze$¢ teoretyczng, (iii) Cze$¢ doswiadczalng zawiera-
jacg oprocz Materiatéw | Metod badawczych, Wyniki, Dyskusje oraz Wnioski, (iv) Pimiennictwo, (v, vi)
Streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim oraz (vii-x) Spis Rycin, Tabel, Wykreséw i Uzytych
Skrotow. Wydaje sieg, ze praca powinna zawiera¢ dorobek naukowy Doktorantki w postaci wykazu pu-
blikacji i doniesien zjazdowych, przygotowany przez Dziat Bibliografii i Bibliometrii UM we Wroctawiu
oraz inne osiggnigcia, co nie wchodzitoby w sktad ocenianego opracowania. Brakuje réwniez informacji
o finansowaniu badan.

2.4 Wykorzystana literatura

Lista zacytowanych prac zostata dobrana przez Autorke rozprawy poprawnie, co stanowi uzupetnienie
prezentowanych zagadnien naukowych. Doktorantka dokonata trafnego przegladu literatury z zakresu
dotychczasowej wiedzy na badany temat. Nieco zaskakujacym jest fakt, ze Pani Magister nie zacyto-
wata zadnej autorskiej pracy i prac Promotordw, ktére dotycza posrednio badz bezposrednio omawia-
nych zagadnien, zwtaszcza, ze dane pochodzace z bazy SCOPUS dowodzg o ich istnieniu.

2.5 Szczegotowa ocena merytoryczna

Przedtozona mi do recenzji dysertacja doktorska przygotowana przez Panig Mgr Arlete Dotowacka-
Jozwiak stanowi dowéd orientacji Doktorantki w badaniach glikacji biatek, co jest nie lada wyzwaniem.
Mimo pozytywnej oceny, rola Recenzenta jest takze przedstawienie wszystkich uwag i watpliwoéci nie
tylko natury redakcyjnej, co zebrano ponizej. Niektére wymagaja odniesienia Doktorantki wzgledem
nich.

Tytut
Praca doktorska zostafa zatytutowana: ,Wtasciwosci antyglikacyjne ekstraktéw roslinnych z rodzaju
Reynoutria”. Tre$¢ pracy odpowiada tematowi okreslonemu w tytule.

Wstep i Cel pracy

Wstep pracy, czyli odpowiednio uporzadkowane wprowadzenie to krétki i zwiezty materiat ogélnie
opisujacy problem stylu zycia wspétczesnego spoteczeristwa prowadzacy do schorzer cywilizacyjnych.
Doktorantka w sposob jasny i przejrzysty opisuje cukrzyce, chorobe cywilizacyjna XXI wieku, jej wptyw
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na organizm cztowieka poprzez gromadzenie sie w organizmie zaawansowanych produktéw glikacji
AGEs i zwiekszenie stezenia glikowanych biatek, wptyw AGEs na modelowe biatko transportujgce jakim
jest albumina surowicy krwi oraz naturalne inhibitory produktéw AGEs, jakimi sg rosliny z rodzaju
Reynoutria spp. Doktorantka postawita hipoteze, czy stosowanie inhibitoréw powstawania AGEs moze
stanowi¢ obiecujacy cel terapeutyczny, dlatego w rozdziale tym sformutowano cztery jasne i spdjne
zadania badawcze. W _mojej ocenie cel pracy z powodzeniem mdgtby stanowié odrebny rozdziat za-
mieszczony tuz przed czescig doswiadczalng. Gtéwne zadania badawcze Doktorantki byty tozsame z
kolejnymi etapami pracy. Autorka przyjeta za cel dokona¢ oceny wtasciwosci antyglikacyjnych ekstrak-
téw rodlin z rodzaju Reynoutria spp. w stosunku do albuminy wotowej i ludzkiej (o ktdrej Pani Dokto-
rantka w tym miejscu nie wspomniata) poprzez opracowanie modelu glikacji, ocene potencjatu hamu-
jacego badanych ekstraktow otrzymanych w Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersy-
tetu Medycznego we Wroctawiu (brak informaciji o udziale Doktorantki w tej czesci eksperymentu) oraz
zastosowanie elektroforezy do oszacowania poprawnosci zastosowanej procedury tworzenie AGEs i
prawidtowego rozdziatu na frakcje wysoko- i niskoczgsteczkowe. Tak zaplanowany eksperyment ba-
dawczy pozwala odczué, iz przy prawidtowo wykonanym eksperymencie opracowany model procesu
glikacji i inhibicji moze miec szersze zastosowanie w screeningu naturalnych inhibitoréw, co daje moz-

liwos¢ przeprowadzenia badan in vivo, by w przysztosci stosowaé wspomniane rosliny w profilaktyce
badz leczeniu cukrzycy. Wracajgc jednak do Celu pracy, na uwage zastuguje stuszno$¢ prowadzenia
badan z uzyciem BSA (str. 7) — wiadomo, iz wykazuje w okoto 76% homologie wzgledem HSA w se-
kwencji aminokwasdéw, a koszty jego zakupu sg nizsze. Czy zatem opracowany model glikacji albuminy
wotowej mozna bezposrednio stosowac do albuminy ludzkiej? Jaki byt cel optymalizacii, zwtaszcza pod

wzgledem ,rodzaju albuminy wotowej”? Czy pierwsze i drugie zadanie badawcze nie nalezatoby ujgé
w jedno? Trzecie zadanie badawcze ,okreslajgce sity dziatania antyglikacyjnego” wymaga wyijasnienia,
chociazby ze wzgledu na zastosowang metode.

Czesc teoretyczna

Czesc teoretyczna zostata przedstawiona na 67. stronach dobrze zredagowanego maszynopisu. Mimo
iz zbyt szczegdtowo rozbudowana, opracowana na podstawie 7. rozdziatéw stanowi o dobrym przygo-
towaniu merytorycznym z zakresu wiedzy interdyscyplinarnej Doktorantki do tematyki pracy. Dotyczy
charakterystyki albuminy jako biatka modelowego w procesach glikacji, procesu glikacji i glikooksydacji
biatek, cukrzycy i jej biologicznych nastepstw oraz zwigzkdw hamujacych powstawanie produktow gli-
kacji (roslin z rodzaju Reynoutria) i ich charakterystyki. Czesto Autorka pracy nie potrafi wyzby¢ sie
zwrotéw bedacych przyktadem Zargonu czy jezyka potocznego, np.: ,Wprowadzenie zmian w ich bu-
dowie powoduije utrate aktywnosci biologicznej, co prowadzi do ich deformaciji” (str. 16), ,Liczna lite-
ratura przedmiotu” (str. 21), niemniej jednak ten rozdziat pracy $wiadczy o pracowitosci Doktorantki i
umiejetnosci korzystania z literatury naukowe;.

Czesc¢ doswiadczalna

107 stron czesci doswiadczalnej Pani Magister podzielita na gtdéwne rozdziaty tj. Materiaty (1), Metody
badawcze (2), Wyniki (3) oraz Dyskusja (4) i Wnioski (5). Biorgc pod uwage typowa strukture dysertacji
doktorskich, Wyniki, Dyskusja oraz Wnioski powinny stanowi¢ odrebne rozdziaty. Ponadto uwage Re-
cenzenta przykuto zdanie cyt. . Zwigzki AGEs mozna zidentyfikowad poprzez zwiekszenie intensywnosci
fluorescencji” (str. 76), ktére jest niefortunnie sformutowane. Otz wzbudzenie fluorescencii odpo-
wiednig dtugos$cig fali umozliwia obserwacje intensywnosci fluorescencji w danym zakresie, stad suge-
stia by je skorygowac.
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Materiaty
Rozdziat Materiaty opisuje modelowe in vitro badania procesu glikacji albuminy wotowej z zastosowa-

niem mieszaniny cukréw redukujgcych. Stworzono agresywne warunki do powstania koricowych pro-
duktow zaawansowanej glikacji AGEs, tj. pentozydyny i wesperalizyny. Biorgc pod uwage dane litera-
turowe nie znaleziono w nich zadnych informacji nt. istnienia wersperalizyny, dlatego zaleca sie Pani
Doktorantce wyjaénienie tego pojecia (czyzby chodzito o vesperlizyne?). Na uwage zastuguje fakt, iz w
eksperymencie zastosowano odpowiednie wzorce jako wskazniki hamowania glikacji. Poniewaz gtow-
nym celem pracy byto zastosowanie ekstraktéw i frakcji roslin z rodzaju Rynoutria, zwigzkéw naturalnie
hamujacych proces glikacji, Doktorantka scharakteryzowata ich pozyskanie, sposdb identyfikacji oraz
ekstrakcje i sporzadzenie roztworéw do badan. Wspomniang pracg wzbogacita o wtasne opracowanie
graficzne Doktorantki, co $wiadczy o wysokiej znajomosci i zainteresowaniu tematem w/w roslin. Opi-
safa takze odczynniki wykorzystane do badan, z podziatem na poszczegdlne firmy. Dwa sposréd trzech
stosowanych buforéw scharakteryzowata pod wzgledem ich stezenia (str. 79 oraz w wielu miejscach w
dalszej czesci pracy brak informacji nt. stezenia PBS o pH 7.4), wydaie sie, iz trzeci bufor (weglanowy)
tak?e wymaga charakterystyki. Niestety w wielu miejscach styl wypowiedzi Pani Doktorantki odbiega
od stylu, jakiego powinno sie uzywac opracowujgc prace naukowe. Ot6z opisujgc albumine Pani Magi-
ster uzyta zargonu laboratoryjnego, cyt. ,...jest bardzo dobrze rozpuszczalna i stabilna w szerokim za-
kresie w warunkach buforowych oraz solach”, ... przyblizy¢ warunki fizjologiczne/zblizone do fizjolo-
gicznych” (str. 77, str. 121), dlatego w wielu miejscach dysertacji styl wypowiedzi nalezy dostosowac
do stylu pisania do$wiadczalnych prac naukowych.

Metody badawcze
Rozdziat Metody badawcze zostat podzielony na 13 podrozdziatéw, ktére opisujg metode optymalizacji
i badania procesu glikacji in vitro (nie nalezy stosowac zwrotu cyt. ,w warunkach in vitro”, str. 82) wraz
z doktadng charakterystyka produktéw zaawansowanej glikacji, poziomu glikowanych i uszkodzonych
biatek, czy badanie wtasciwosci antyglikacyjnych ekstraktéw z lisci i ktgczy z rodzaju Reynoutria. Roz-
dziat koriczy dobrze opracowana i przeprowadzona elektroforeza w warunkach denaturujgcych oraz
analiza statystyczna. Mimo obszernego opisu, ta czes¢ pracy mogtaby by¢ wzbogacona o opis technik
badawczych wykorzystywanych podczas eksperymentu. Pani Doktorantka wtozyta w opracowanie me-
todyki i przeprowadzenie eksperymentu duzo pracy, a wtasne opracowania graficzne w formie 8. Rycin
i 2. Tabel tylko potwierdzity Jej znajomos¢ tematu i samodzielno$¢ na kazdym etapie badan. Stezenie
reagentow, czas i temperatura inkubacji to wyzwania, ktérym Pani Magister sprostata, co wiecej, wy-
daje sie iz w/w ,,zmienne eksperymentalne” nie stanowity dla Pani Magister wiekszego problemu. Jed-
nak rolg Recenzenta jest wnikliwe opracowanie opinii nie tylko na temat poprawnosci przeprowadzo-
nego eksperymentu lecz takze jego opracowania, dlatego niestety i w tej czesci pracy Pani Mgr Doto-
wacka — Jozwiak nie wystrzega sie niescistosci. W pracy znalazto sie duzo powtdrzonych niefortunnie
sformutowanych zwrotéw, zargonowych okreslen stosowanych roztwordw, pomytek w wartoéciach
liczbowych i wiele innych. Ponizej zawarto cze$¢ z nich z prosbg o korekte podczas obrony. Na wstepie
nalezatoby ujednolici¢ stezenia (masowe czy molowe, str. 82), nomenklature, gdy? jest napisane cyt.
albumina wofowa” ale juz ,albumina surowicy krwi ludzkiej” (str. 84), czy tez podaé stosunek stezen
molowych glukozy i fruktozy w mieszaninie (w niektérych miejscach podano 1:1, czy to oznacza, ze
zawsze taki stosowano? — str. 82, str. 85 i dalej). Przede wszystkim brakuje wyjaénienia, czym podyk-
towany zostat dobér parametréw (zmiennych) oraz jaki byt cel prowadzenia badania glikacji w tempe-
raturze 50°C? Ponadto w tresci na str. 92 czy 94 podano stezenie ekstraktu i frakcji z lisci ktgczy 150
| a w opracowaniu testu przesiewowego jest stezenie réwne 150 pug/ml (powtarzajacy sie problem
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dotyczacy doprecyzowania wymiaru stezenia — pg/upl czy pg/ml na str. 107, ug/ml czy mg/ml na str.
123, str. 128, str. 132). Sugeruje rowniez przeredagowaé jezyk pracy z zargonu laboratoryjnego na
nieco bardziej formalny, by unikng¢ zwrotdéw typu: ... zawieszono w buforze” (str. 82), ,,... dfugosciach
fali”, ... szerokosc szczeliny” (prawidtowy zwrot ,,... dtugosciach fali wzbudzenia”, ,.... szeroko$¢ szcze-
liny wzbudzenia i emisji, str. 83 i dalej), ,.... wybrano doswiadczalne stezenie 0.5 M mieszaniny cukrow”
(str. 87 i dalej), , wspdtczynnik molowy g przy A =410 nm =...” (... dla dtugosci fali A = 412 nm réwny...,
str. 103), ,.... w ktorych/ktérej dodano...” (zawierajgca/zawierajgcych to prawidtowe stowo, str. 106).
Niestety w wielu miejscach brak szczegdtédw dotyczacych stezen czy dopetnienia zdan o informacje na
temat np. substanciji dodanych, co wprawia czytelnika w zaktopotanie (str. 96 i dalej), podobnie jak
zdanie na tej samej stronie cyt. ,.... po wymieszaniu prob inkubowano 15 minut w temperaturze 37°C”.
Wyijasnienia takZze wymaga zdanie: ... nie mozna zatem wykluczy¢ interferencji” (str. 83), czy ,,... bufo-
rowany/buforowy roztwér soli fizjologicznej PBS...” (str. 85 i dalej), a Rycina 26 prawidtowego podpisu.
Wyijasniajgc wzér nr 1 podano iz cyt. , ... wyniki przedstawiono jako AFU”, tymczasem wyniki przedsta-
wiono jako [%] czyli procent poziomu zaawansowanych produktdw glikacji (str. 89). Na str. 93 Pani
Doktorantka podata, iz cyt. ,dobrano odpowiednie warunki, aby zobrazowac wyniki uzyskane w wa-
runkach in vivo” — informacja ta wymaga wyijasnienia, zwtaszcza warunki iv vivo. Ponadto ... ekstrakty
i frakcje .... rozpuszczone w 50% DMSO” — jak wiadomo 50% DMSO denaturuje biatko, zatem ta infor-
macija, bad? ta cze$¢ eksperymentu takze wymaga korekty. Podobnie jak wiadomo$¢, iz cyt. ... prze-
prowadzono dialize ... w celu usuniecia ... nieglikowanej albuminy wobec buforu PBS” (str. 94) — tutaj
nasuwa sie pytanie, czy taka sytuacja jest mozliwa? Czy nieprzeprowadzenie dializy miatoby sens? Pani
Doktorantka niezbyt prawidtowo uzyta sformutowania dotyczacego krzywej wzorcowej, nazywajgc
wspétczynniki réwnania badz réwnanie linii prostej ,wartosciami réownania krzywej”, ktérej petne row-
nanie postaciy = ax + b, winno sie poda¢ (str. 98, 102). Podajgc szczegdtowy opis ,,0znaczenia stezenia
fruktozaminy” (str. 96) dodata, iz odczytano absorbancje BSA i HSA odpowiednio dla A = 530 nm oraz
492 nm — zatem dlaczego na osi rzednych na Wykresie 1 i 2 widniejg inne parametry? Podobne niesci-
stoéci dotycza pomiaru absorbancji odczynnika Ellmana — podano A = 410 nm, gdzie prawidtowa dtu-
goéé fali to 412 nm (na co réwniez wskazujg opisy osi rzednych — Wykres 3 i 4). W tym miejscu pragne
zwréci¢ uwage na niezbyt poprawny opis parametréw fluorescencji i brak precyzyjnych okreslen, np.
na str. 104 dtugosci fali wzbudzenia — A = 450 nm czy 440 nm? W wykazie odczynnikéw na tej samej
stronie widnieje chyba omytkowa informacja nt. roztworu NaOH, w wielu miejscach nazywanego bu-
forem. Ponadto wskazano, iz do buforu PBS (niestety nie wiadomo o jakim stezeniu) dodano 0.1 M
NaOH — w tym miejscu Pani Doktorantka powinna wyjasnié, czy mozliwe aby uzyskaé pH 10? Podobnie
na str. 107 pragne zwrdci¢ uwage na fakt, iz wg. Doktorantki uzyty do préb 0.125 M bufor Tris-HCl ma
pH 6.8 oraz 0.5 M pH 6.6, gdzie przeciez w temperaturze 37°C wartos¢ pH miedci sie w granicach 7.05-
8.95, a w temperaturze 25°C 7.20-9.10? Opis na str. 106 poswiecono ekstraktom z rodzaju Reynoutria
i stosowanym wzorcom. Fraza cyt. ,... wybranych ekstraktéw roslinnych: R. x bohemica, R. sachalinesis
i R. japonica octanu etylu wzorcéw” nie jest zrozumiata. Wreszcie podrozdziat ten koriczy Analiza sta-
tystyczna. Biorgc pod uwage liczne potyczki jezykowe i brak precyzji w sformutowaniu niektérych zwro-
téw, wydawad by sie mogto, iz opracowujac ten podrozdziat Pani Doktorantka nie wystrzegnie sie bte-
déw. W tym miejscu jednak pokusze sie o pochwate, gdyz ten fragment pracy jest prawidtowo napisany
i $wiadczy o poprawnym doborze testéw, mimo braku danych o liczbie powtérzer (n) — dla rozktadu
innego niz normalny stuszniej jest wykonaé 5 powtdrzen. Ponadto na Wykresach brak jest oznaczen
pozwalajgcych na zobrazowanie istnienia istotnych statystycznie réznic miedzy nimi — gwiazdki, litery,
symbole, itp. (np. Wykres 7, brak oznaczen, gdzie sg istotnie réznice).

Wyniki

Rozdziat Wyniki to 54 poprawnie zredagowane strony, ktére pokazuja zebrane w formie 43. Wykreséw,

3. Tabel oraz 5. Rycin efekty pracy Doktorantki przede wszystkim nad oceng wptywu czasu inkubacji,
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stezenia czy samych witaéciwosci antyglikacyjnych ekstraktéw. Rozwigzujgc zadany cel Pani Dokto-
rantka uwzglednita kilka zmiennych, co stanowi nie lada wyzwanie, a prawidtowo przeprowadzony eks-
peryment i jego odpowiednia prezentacja $wiadczy o Jej dojrzatosci naukowej. Wiadomym jest fakt, iz
duze opracowanie wynikéw niesie ze sobg ryzyko potknie¢ i pomytek, dlatego nie dziwi fakt, ze zmie-
rzajac sie z recenzjq tak sporej publikacji wynikéw, mozna spotkac sig z wieloma niedociggnigciami, czy
tez elementami zargonu laboratoryjnego (np. ,... najwyzszy pomiar fluorescencji, powyzsze wykresy...”
—str. 120, ,,... przewyzszaty wartosci” czy ,..wyZsze” — str. 122, str. 124, str. 126, str. 127, str. 131, ...
w przypadku wynikéw...” — str. 123, ,,... otrzymano w ekstrakcie..” — str. 124, ... pomiar jest wyzszy...”
—str. 114, ... a wartosci ... sq podobne dla stezenia...” — str. 118, czy , Uzytecznosc zastosowania dializy
... zawartych w ekstraktach” oraz ,Poréwnujgc wartosci .... w przypadku temperatury 37°C — zdania
pozbawione sensu, ... trend wzrostu fluorescencji jest mniej wyrazisty” — str. 125, ,podobny trend,
wartosci hamowania nizsze niz...” — str. 126, str. 135, str. 136, ,hamuje powstawanie (??) glikacji przy
50%..... przy pomiarze produktéw dla pentozydyny (??)”, ,réznice miedzy wynikami dla pentozydyny i
wesperalizyny dla niektdrych zwigzkow”, ,lepsze ICsq” — str. 155, ,W badaniu ICso hamowania tworze-
nia pentozydyny i wesperalizyny wykazaty” — zdanie pozbawione sensu — str. 160 oraz ,jednak prgzki
byty w przypadku BSA”, ,szerszy zakres czgsteczek”, ,,... byly wezsze niz w przypadku od Sciezek” — str.
161, str. 162, ,wazne réznice” — str. 160), bgdz skrotéw myslowych (np. cyt. ,... obie wartosci fluore-
scencji dla albumin” —str. 116, bad? cyt. ... dla stezenia ... dla BSA” —str. 117), gdy brakuje juz synoni-
mow czesto powtarzajgcych sie okredlen. Duzg wartoscig pracy jest sam fakt, iz problematyka badaw-
cza dotyczy warunkow, ktére odzwierciedlajg naturalne srodowisko organizmu a badania wpisujg sie
w priorytetowe dla dzisiejszych czasow kierunki badawcze. Podstawowa cze$¢ eksperymentu zostata
wykonana za pomocg spektroskopii fluorescencyjnej, niezrozumiatym jest zatem, dlaczego nie za-
mieszczono nawet w suplemencie zadnego z widm fluorescencyjnych, ktére mogtyby dodac wartosci
naukowej tej czesci dysertacji. W wielu miejscach Pani Magister omytkowo podpisuje Wykresy (np.
Wykresy 6, 7, 17, 21, 44, 47), brakuje jednostki danej zmiennej (np. czas [dni] — Wykresy 5-8), bad?
wszystkich parametréw optymalizacji (Wykresy 18-25). Pragne zwrdci¢ uwage na prawidtowos$é sfor-
mutowania cyt. ,... zwigzku miedzy stezeniem cukréw redukujgcych” a stezeniem powstajgcych pro-
duktéw AGEs, a nie cyt. ,.... powstawaniem produktéw AGEs”, jak to opisuje Doktorantka. Podobnie
»e WPlywa na oznaczanie produktow” — ilosciowe czy jakosciowe? —str. 114). Zupetnie niepotrzebne
sg nastepujgce czesci mowy takie jak: ,fluorescencji dla produktéw, dla pentozydyny, dla wesperali-
zyny”, ,zmian przy wartosci Sredniej” — str. 118). Niestety opis dotyczacy Wykreséw 14 i 15 jest zupet-
nie odwrotny, gdyz wraz ze wzrostem stezenia biatka zauwazalne jest obnizenie, a nie wzrost inten-
sywnosci fluorescencji produktéw AGEs (str. 119). Ponadto Pani Doktorantka ttumaczy to zjawisko zta-
maniem fluorescenciji, co wprowadza w pewien dyskomfort, poniewaz nie jest znane to sformutowa-

nie. A na str. 135 podaje, ze cyt. ,monitoruje fluorescencje przy maksimach wzbudzenia”, co moze nie-
stety Swiadczy¢ o matym doswiadczeniu w zakresie znajomosci spektroskopii fluorescencyjnej, stad te
niedcistosci. Opisujac dalej wyjasnia iz cyt. ... Najintensywniejszqg fluorescencje zaobserwowano dla
stezenia 2 mg/ml a najmniejszg dla 40 mg/ml ...”, co daje odpowiednio stezenie 3 x 10° M oraz 6 x 10°
*M. Nalezy spodziewa¢ sie réznych powoddw tej sytuacii, jesli stezenie biatka wzrosto 20 razy, praw-
dopodobnie stezenie AGEs takze, wiec mozemy mieé tutaj do czynienia z efektem wewnetrznego filtra
(ang. inner filter effect, IFE), albo obecnoscig niewiadomego pochodzenia substancji (by¢ moze konta-
minacja), albo pomytka w oznaczaniu probek (odwrotna kolejnos$é). Autorka pracy wyznaczajac in vitro
stezenie albumin w procesie glikacji podsumowulje, iz cyt. ... wyniki byty zadowalajgce” (str. 121). Nie-
stety Pani Magister uzyta zwrotu/sformutowania niezbyt typowego dla opisu badarn eksperymental-
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nych, dlatego jak juz wczesniej wspomniano, nalezy unika¢ jezyka ,méwionego”. Nieco dziwi fakt, dla-
czego Doktorantka nie podijeta sie proby wigkszej wspétpracy z instrumentem badawczym i jego opro-
gramowaniem, rozwiaftoby to pewne watpliwosci i by¢ moze wptyneto korzystnie na wyniki. W tym
miejscu pragne przytoczyc fakt, gdzie uzyskano wyzsze wartosci dla préby badanej wzgledem préby
kontrolnej, co cyt. ,,... nie pozwolito na okreslenie aktywnosci antyglikacyjnej badanych ekstraktéw i ...
nie udafo sie wyréznic¢ najlepszych...” (str. 122). Czy w tej sytuacji nie nalezatoby zmniejszy¢ szerokosci
szczelin, czy wzmocnienia sygnatu (tzw. ang. sensitivity) by unikngé watpliwosci, czy ekstrakty z lidci i
ktaczy byty inhibitorami glikacji, jak planowano, czy tez jg intensyfikowaty? A byé moze jest to jeden z
etapdw optymalizacji modelu glikaciji, dlatego ten fragment nalezy przeredagowac stosujac wiecej hi-
potez badawczych w tego typu badaniach. Na str. 123 Pani Magister zmieniajgc tylko stezenie BSA
podczas optymalizacji modelu glikacji twierdzi, iz cyt. ,,... metoda ta byta juz bardziej stabilna” — moze
nalezatoby réwniez wyzby¢ sie zbyt ogdlnych okresdlen, zwazajgc w tym momencie na fakt, iz metoda
jest wcigz ta sama, a jedynie zmieniajg sie parametry optymalizacji. Analizujgc wyniki, ktére zostaty
zamieszczone na Wykresach 20 i 21, Pani Magister podsumowuje, iz cyt. ,,.... na ich wfasciwosci anty-
glikacyjne wptywaty nastepujgce parametry: stezenie albuminy wotowej, stezenie cukréw, tempera-
tura oraz czas inkubacji” (str. 126). Nalezy zaznaczy¢, iz oba Wykresy dotyczg wynikdw uzyskanych dla
wybranego stezenia biatka, cukru, jednej temperatury i czasu inkubacji — skad zatem to stwierdzenie,
ktére zaburza wiekszo$é wynikéw, podobnie jak przeprowadzona analiza czynnikowa (mato popularne

okreslenie), ktdra pozwolita na konkluzje, iz ,... aktywnosc antyglikacyjna ekstraktow z ktgczy zalezna

jest od stezenia BSA”, skoro tych oto wynikéw nie pokazano. W tej czesci pracy brakuije tez wyjasnienia
symbolu ,R”, prawdopodobnie taki opis powinien znalez¢ sie w rozdziale pt. Analiza statystyczna (str.
127). Pani Doktorantka uzywa czesto sformutowan zmuszajgcych czytelnika do samodzielnej analizy,
otdz cvt. ,...wyciggniecie odpowiednich wnioskéw”, ktérych nie przedstawiono, a prawdopodobnie sg
dobrze znane dla samego Autora pracy, wprowadza w pewne zaktopotanie (str. 128). Podobny pro-

blem dotyczy informacji zawartych na str. 131 i str. 132. Niestety okreslenia typu: ,,odpowiednie, wiele,
podobnie”, czy tez ... wykluczy¢ interferencji, oprocz interferencji i zatamania” (nieznane sformutowa-
nia, ktére wyjgtkowo wymagajg objasnienia, gdyz w tym zakresie tematyki nie sg popularne), ,wiary-
godne wyniki”, ,,hamowania produktow”, ,widmo ... zblizone do dtugosci fali wzbudzenia”, ,,zmieniano
warunki”, ,réznice w wynikach fluorescencji”, ,wiecej interferencji”’, ,,wymagato doktadnego przygoto-
wania”, ,,zaktocenia fluorescencji”, ,stezenie..., ktére udowodnito swojqg stabilnos¢ podczas okreslenia
stezenia dosSwiadczalnego biatka”, ,wykluczono pomiary fluorescencyjne versperlizyny” (bez podania
przyczyny) czy , krzywa hamowania” (nie wiadomo czego) wynikajg zapewne z braku do$wiadczenia w

opracowywaniu prac naukowych w jezyku polskim, co na pewno bedzie mniej kontrowersyjne podczas
opracowania dysertaciji do publikacji w jezyku angielskim. Na str. 133, Rozdziat 3.4 Doktorantka w na-
wiasie kwadratowym podata wymiary danej wielkosci. By¢ moze zapis nie jest btedny, a wynika ze stylu
pracy, ale wyjasnienia wymaga czerwien kongo, ktéra zostata scharakteryzowana absorbancjg o wy-
miarze ,nm”. Ponadto Rozdziat 3.4.2 opisujgcy modyfikacje oksydacyjne biatek podczas glikacji w obec-
nosci ekstraktéw w mojej ocenie powinien mie¢ nieco zmodyfikowany tytut: , Wptyw ekstraktéw na
utlenianie biatka (grup karbonylowych i tiolowych) indukowanego procesem glikacji”. Tutaj takze na-
lezatoby zmodyfikowac zwrot dotyczgcy wg. Pani Doktorantki cvt. ,oceny wolnych grup tiolowych” —w
tym doswiadczeniu raczej prawidtowa forma to: okreslenie zawartosci/zmian zawartosci grup tiolo-
wych. Z kolei w Rozdziale 3.4.3 (str. 141) podjeto sie préby pomiaru ,poziomu struktur [f-amyloido-
wych” —ta forma wymaga wyjasnienia podobnie jak stezenie produktéw 3-amyloidu na Wykresach 35-

39, czy tez cyt. ,analiza struktury B-amyloidu za pomocg czerwieni Kongo”, ktdra przeciez jak wiadomo
nie analizuje struktury (str. 142). Dodatkowo budzi watpliwo$é w obszarze wiedzy na temat struktury
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biatek zwrot cyt. ,... w zakresie tworzenia [-amyloidu...” (stusznie nie nazwanego jak ponizej produk-
tem). Poddajac analizie korelacje miedzy potencjatem antyglikacyjnym ekstraktéw roslinnych Autorka
w tej czeéci pracy nie wystrzegta sie bteddw, ot6z btednie opisata zaleznos¢, mylac osie ,,y” z osig ,x”,
podpisy pod Wykresami 38 i 39 (by¢ moze zamieniono Wykresy miejscami, niepoprawnie nazywajgc
tez ktacza R. x b w tym miejscu i pod kolejnymi Wykresami, octanem etylu) czy podajac w niektérych
przypadkach stezenie w jednostkach [AFU] (Wykresy 38, 39, 42) lub [nm] (Wykres 43). Budza tez wat-
pliwoéci wartosci stezeri pokazane na Wykresach 42 i 43 — z sugestig ponownego przeliczenia. Ponadto
podobnie jak wczesniej wspomniano, w pracy Pani Doktorantki na Wykresie 44, w podpisie znajduje
sie ,pentozydyna”, w opisie osi vy’ 44a-e, 44g (podwdiny wykres) vesperlizyna i odwrotnie na Wykre-
sach 44a-e, 44g (str. 159).

Mimo réznorodnosci badan, ktére wymagajg bardzo rzetelnych opisdw w jezyku naukowym, Pani mgr
Arleta Dotowacka-Jézwiak wykazata sie umiejetnoscia rozwigzywania probleméw badawczych, zreali-
zowata zadany cel pracy. Przedstawione wyniki badan po uwzglednieniu korekt Recenzenta pod wzgle-
dem jezykowym i ewentualnych weryfikacji budzacych watpliwosci pomiaréw, nadaja sie do komer-
cjalizacji, stanowig bowiem element pracy rozwojowej wykazujgcej znamiona oryginalnosci, polegaja-
cej na opracowaniu pilotazowych badan celem wdrozenia sposobu/wspomagania leczenia cukrzycy do
badan klinicznych.

Dyskusja

Kolejny rozdziat czesci doswiadczalnej przygotowany przez Panig Doktorantke to opracowana na 15.
stronach monografii Dyskusja. Wydawac by sie mogto, iz po tak obszernym oméwieniu wynikéw pracy,
zostang przygotowane bardzo rozbudowane rozwazania nad efektami pracy. Jednakze przedstawienie
przez Panig Dotowackg-Jézwiak dyskusji nad wynikami pozwolito na kompleksowe spojrzenie na za-
dany cel pracy, dzielgc dyskusje nad wynikami adekwatnie do przeprowadzonych badan dotyczacych
optymalizacji modelu glikacji dla badanych ekstraktow z rodzaju Reynoutria, przy doborze in vitro ste-
zenia reagentow i odpowiednich parametréw oraz przebadania potencjatu antyglikacyjnego ekstrak-
téw, uzywajgc ostatecznego modelu glikacji, ze zwrdceniem uwagi na najbardziej aktywne wzgledem
procesu glikacji, co moze skutkowa¢ w zmniejszaniu ryzyka powiktan cukrzycowych i wspomagac le-
czenie cukrzycy oraz zmian strukturalnych biatek. Zagtebiajac sie w lekturze tej czesci dysertacii, jak
wiadomo najwazniejszej, zabrakto odniesiert do konkretnych chociazby rozdziatéw, nie wspominajgc
juz o Rycinach, co uczynito dyskusje pogladowa i bardzo ogdlng. Udowodniono, iz opracowana metoda
ma na celu zaprojektowanie skutecznego testu przesiewowego dla inhibitora procesu glikacji z zasto-
sowaniem surowcéw naturalnych, uwzgledniajgc wszystkie parametry i warunki tego procesu, co moze
stanowi¢ baze dydaktyczng z zakresu glikacji czy zmian konformacyjnych biatek. Odwotanie sie do lite-
ratury i skonfrontowanie wynikéw z innymi Autorami $wiadczy o znajomosci pi$miennictwa zaréwno
archiwalnego, jak i tego z ostatnich 5. Lat, co podkreslito zasadnos¢ prowadzenia badari, niemniej jed-
nak budzi zdziwienie fakt braku cytacii prac samej Autorki pracy doktorskiej (m. in. Antiglycoxidative
Properties of Extracts and Fractions from Reynoutria Rhizomes, Nutrients 2021, 13(11), 4066) bad?
Promotordw pracy.

Pani Doktorantka postuzyta sie jezykiem, ktérego terminologia czy zwroty nieco odbiegaty od nauko-
wych. Czytajgc te dyskusje wydaje sie jakby Pani Doktorantka nie byta pewna swoich wynikéw, sama
stwierdza, iz cyt. ,Istotnym ograniczeniem badar stanowi fakt przeprowadzenia ich w warunkach in

vitro, nie majgc przefozenia na warunki in vivo, co wymaga dalszych obserwacji i badan w przysztosci”
(str. 180). Niemniej jednak biorgc pod uwage fakt, ze wigksza cze$¢ badan to poszukiwanie, oszacowy-
wanie, analizowanie, niepewnos¢ w opracowaniu dyskusji, uzywanie wielu przypuszczen i hipotez sg

9,




~ hh Slaski Uniwersytet Me-
./ U e dyczny w Katowicach

zjawiskami naturalnymi. Pragne podkresli¢ krytyczny stosunek Pani Magister do wynikdéw swojej pracy,
wierzac, iz przed ich opublikowaniem zostang dokonane stosowne korekty, czy powtdrzenie badan,
by¢ moze z zastosowaniem innych technik badawczych.

Whioski

Uwzgledniajac zadany cel badawczy, rozbudowang metodyke, wyniki i dyskusje, Pani Doktorantka sfor-
mutowata 6 wnioskow, ktére odzwierciedlajg najistotniejsze elementy poznawcze pracy i wskazata,
ktdére sposrdd badanych ekstraktéw i frakcji przy odpowiednio zoptymalizowanym modelu glikacji wy-
kazujg najsilniejsze wtasciwosci antyglikacyjne oraz protekcyjne wzgledem utleniania biatek. Sugero-
watabym doda¢ wniosek $wiadczacy o zmianach konformacyjnych obu albumin i ich wptyw na funkcjo-
nowanie organizmu zywego. Ponadto, poniewaz cel pracy zaktadat uzycie albuminy surowicy wotowej
(BSA) jako biatka modelowego ze wzgledu na jego wysokg homologie w stosunku do albuminy surowicy
ludzkiej (HSA), niski koszt i dostepnosé, bez szkody dla tej czesci dysertacii mozna zrezygnowac ze zwré-

cenia uwagi na roznice w wynikach badan dla kazdego biatka z osobna, zwtaszcza, ze nie byto to prio-

rytetowym celem badan. Biorgc pod uwage powyzsze uwazam, iz cel zostat spetniony, a praca nosi

znamiona nowatorstwa ze wzgledu na zastosowanie do badan po raz pierwszy ekstraktéw wyizolowa-
nych z roslin rodzaju Reynoutria. Zalecam dalsze badania, by potwierdzi¢ otrzymane wyniki, wyjasnic¢
nieznane mechanizmy hamowania glikacji czy oceni¢ modyfikacyjne zmiany biatek za pomoca stosow-
nych technik badawczych.

Pismiennictwo
Pani Magister wykorzystata 219 naukowych pozycji bibliograficznych, z czego wigkszos¢ to publikacje
miedzynarodowe w jezyku angielskim. Na podkreslenie zastuguje umiejetno$¢ wykorzystywania naj-
nowszej literatury przedmiotu i liczne odwotania do badan w podjetej tematyce. Publikacje wydane w
okresie ostatnich 5. lat stanowig okoto 47.5% catosci literatury, co w obecnie wystepujacej wysokiej
dynamice obiegu wiedzy w nauce jest w petni zadawalajgcym wskaznikiem. Pod wzgledem jakoscio-
wym literatura jest dobrana prawidtowo, ponadto jest zréznicowana i bogata. Niestety sposob jej pre-
zentacji cokolwiek odbiega od wymogdw redakcyinych, co przedstawiono ponizej:

— brak akroniméw w pozycjach [5, 9, 11, 16, 27, 33, 57, 62, 64, 67, 91, 92, 103, 114, 134, 138,

152, 163-166, 168, 171, 172, 188] — jest petna nazwa czasopisma
— W pozycji [15] nalezy poming¢ stowo ,Journal”, a w pozycji [35] Mol Biomol Spectrosc

— w pozycjach [23, 25] nalezy numer zeszytu zamiesci¢ w nawiasie (tuz po numerze tomu)
— W pozycji [26] nalezy usung¢ nazwe instytucji
— w pozycjach [46,70] informacje niekompletne (artykut czy ksigzka)?

Streszczenie&Summary

Tres¢ dysertacji koriczy odpowiednio zredagowane, lecz zbyt obszerne (ponad 7 stron), zaprezento-
wane w jezyku polskim i w jezyku angielskim streszczenie. Zawarto$¢ dowodzi o dojrzatosci naukowe;j
i stanowi uzupetnienie charakterystyki prezentowanych zagadniert naukowych. W tresci streszczenia
pojawia sie odwotanie do pracy jednego z cytowanych autordw, czego raczej nalezy sie wystrzegac.

Spis Rycin, Tabel, Wykreséw, Uzytych Skréotow

Spis Rycin, Tabel i Wykreséw przygotowano poprawnie w sposéb automatyczny w oparciu o pozycje
zamieszczone w pracy. Zgodnie z zasadami redagowania prac naukowych sugeruje sie uzywanie do
numeracji Tabel rzymskich liczb. Spis Uzytych Skrétow nie wystrzega sie uchybier natury stylistyczno
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— interpretacyjnych (btedna odmiana, brak nawiasu), ktére nie majg znaczenia w merytorycznej ocenie
rozprawy. Sposrdod wszystkich nalezy zwrdci¢ uwage na niezbyt poprawne ttumaczenie AGEs — po-

prawne to ,korcowe produkty zaawansowanej glikacji/lipooksydacji/utleniania biatek”, czy tez
BSA/HSA, ktérych poprawne rozwiniecie to ,albumina surowicy wotowej/ludzkiej”.

2.6 Jezyk i formalna strona rozprawy

Umiejetnosci warsztatowe Doktorantki, zdolno$¢ rozwigzywania problemdw, innowacyjno$¢ badan
(uzycie po raz pierwszy ekstraktéw wyizolowanych z roslin rodzaju Reynoutria) i mozliwosci aplikacyj-
nego w przysztosci zastosowania w celach terapeutycznych oceniam na prawidtowe. Praca zostata zre-
dagowana estetycznie, ale z uwagi na jej obszernosc¢ nie trudno wystrzec sie niescistosci. Uwagi, suge-
stie i pytania (nie watpie w poprawne na nie odpowiedzi), ktdre moga stanowic¢ element dyskusji, wy-
nikajg z mojego obowigzku, ciekawosci tematu pracy i wnikliwos$ci w prezentowane zagadnienia. Mo-
nografie powinien zasili¢ dotgczony dorobek naukowy i zyciorys. Uczulam takze Doktorantke, aby opra-
cowujac rozprawe do publikacji unika¢ zargonu laboratoryjnego, ktéry niestety w niektérych rozdzia-
tach, od czesci doswiadczalnej poczgwszy, na stale zagoscit na tamach kart pracy. Kolejnym mankamen-
tem jest prawdopodobnie stosowanie tzw. ,kopiuj-wklej”, co powoduje, iz niejednokrotnie nie zga-
dzajg sie podpisy pod Rycinami badz opisy osi na Wykresach (np. str. 120), itp.
Ponadto:
— Czesto uzywana fraza ,albumina wofowa oraz surowicy krwi ludzkiej” powinna zostaé odpo-
wiednio usystematyzowana — albumina wotowa i ludzka badz albumina surowicy krwi wotowe;j
i ludzkiej — obie bowiem to z ang. serum albumin human or bovine.
— .. wymienionych roslin stosunku do albuminy...”, powinno by¢ ,,... wymienionych roslin w sto-

sunku do albuminy...” (str. 7).

- .. Wyznaczono takze krzywe hamowania ...”, powinno brzmiec ,,... wyznaczono takze krzywe
hamowania procesu glikacji ...” (str. 8).

— Wolna grupa sulfhydrylowa czy wolna grupa tiolowa? — nalezy ujednolicié (str. 10).

- ,Liczba wiqzar dwusiarczkowych”, wczesniej podano , disulfidowych” — nalezy ujednolicié (str.
13).

— Rycina 2 — cytujac T. Petersa [14], w strukturze albuminy ludzkiej znajduje sie jeden Trp w po-
zycji 214, za$ celem poréwnania obu albumin i miejsc glikacji nalezatoby pokazaé, iz w struktu-
rze albuminy wotowej znajdujg sie dwie reszty Trp, w pozycji 214 i 135 (str. 15).

— Wydaje sig zrozumiatym, iz w kazdym kolejnym rozdziale akronimy petnych nazw stosuje sie
wowczas, gdy zostaly one objasnione na poczatku rozdziatu — AGEs (brakuje petnej nazwy) (str.
17).

— . Wzaleznosci od stezenia...” (str. 25), ... zdolnos¢ hamowania...”, ,,... dobér odpowiednich
parametrow...” (str. 76), ,,... najwyzszq fluorescencje” (str. 117), ,wartosci” (str. 118), , tempe-
ratura i czas” (str. 119, str. 133), ,,... poza zakresem, parametréw, réznic, obiema” (str. 120),
»Stezenia, czas, obu przypadkach” (str. 121, str. 133), ,,wartosci..., nizsze...” (str. 126, str. 127),
u- IStniejq roznice...”, ... dla dtugosci fal odpowiadajqgcych...”, ,,... to samo dotyczy...”, ,istotnie
statystycznie zwiqzki...”, ,,najsilniejszy zwiqzek...” (str. 127, str. 130), ,hamowania", , zaktéce-
nia” — czego? (str. 155) — nie wiadomo , czego/od czego/jakie/ktére”?

— Zamiast ,reszty cysteinowe” poprawny zwrot brzmi ,reszty cysteinylowe” bgdz ,reszty cyste-
iny” (str. 28).
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— Wymieniajgc aminokwasy jako miejsca glikacji nalezatoby doda¢ do ,Lys-64" itd. stowo ,reszt
Lys-64 itd.” (dotyczy wszystkich miejsc, w szczegdlnosci str. 29).

— Lekisg ligandami egzogennymi, bilirubina, tryptofan, kwasy ttuszczowe — egzogennymi—w tym
miejscu nalezatoby wymieni¢ przyktady ligandoéw zaréwno egzo-, jak i endogennych (str. 29).

— NHCl to ,chloramina” (na Rycinie 10 jest ,reaktywne chlorany”) (str. 32).

- ... W mitochondriach, dinukleotydnikotyamidoadeninowy (NADH) oraz dinukleotydflawinoa-
deninowy (FADH,)” — nieprawidtowa forma (str. 32).

— Brak,[..” (str. 36), brak numeracji stron od 46 do 54, od 70 do 74, 97, 100, od 149 do 150, od
152 do 153, od 159 do 159, ponadto pozycje [90,91,92] zapisa¢ nalezy w postaci [90-92] (str.
51), [163, 164, 165, 166, 167] jako [163-167] (str. 165), [169-174] oraz [176-178] (str. 167).

— Jest ,pochodnych tiazoliowych” oraz ,tiazoliowe”, prawidtowe zwroty to: ,,pochodnych tiazo-
lowych” oraz ,tiazolowe (str. 51).

— Substancja czynna ALT-711 to alagebrium, nie ma potrzeby ponownie w tej samej komérce
wymienic ,,alagebrium” (str. 51).

— ... Szkielet opiera sie na 1,2-difenyloetylenowym.”, powinno by¢ ,,... szkielet opiera sie na 1,2-
difenyloetylenowym szkielecie.” (str. 63).

— Rycina 21 wymaga dostosowania jakosci (str. 65).

— Jest ,przeprowadzone w warunkach in vitro”, , przeprowadzone w warunkach in vivo”, prawi-
diowe zwroty to: , przeprowadzone in vitro, ... in vivo” (str. 70, str. 73, str. 74, str. 77).

—  Po skrécie ,mgr” nie mozna pisac kropki (str. 78).

— Jest ,wesperalizyna”, prawidtowa forma to: ,vesperlizyna” (str. 83).

—  ,Spadek” (str. 12, str. 120) — okreslenie ,spadek” wydaje si¢ zargonem laboratoryjnym, po-
winno by¢ ,zmniejszenie, obnizenie”, ponadto ,nizszqg wartos¢”, ,niskiej masie” — prawidfowy
zwrot to: ,mniejszg wartos$¢”, ,matej masie” (str. 160, str. 162, str. 164).

— Jest ,roztwdr albuminy wotowej”, prawidtowa forma to: ,roztwér albuminy ludzkiej” (str. 85 i
dalej).

— Zamiast ,przy dfugosci fali”, prawidtowa forma to: ,dla dtugosci fali” (str. 89 i dalej).

— Jest ,.. w boforowanym roztworze”, prawidtowa forma to: ,w buforowanym roztworze”
czego? (str. 91, str. 93).

— Jest,,...etanolu:etanol z octanem etylu”, ,rozbic”, ,,zwirowac, zwirowaniu” — prawidtowa forma
to: ,mieszanina etanolu z octanem etylu”, ,roztworzy¢”, ,wirowaé, wirowaniu” (str. 100).

— Brak petnej nazwy ,, TCA” (str. 104).

— Jest ,wykonano wykres” — prawidtowa forma to: ,sporzadzono wykres” (str. 105, str. 155).

— Brakuje informacji nt. dodanej ilosci NaNs (str. 106).

— W wykazie odczynnikéw poming¢ stowo ,,roztwér” (str. 108).

— Jest ,,Na Wykresach 8 i 9” — prawidtowo ,,Na Wykresach 7 i 8” (str. 112).

— Jest,,... przed procesem dializy i po” — brakuje ,,... po dializie” (str. 114).

— Zbedna fraza ,w odpowiednich stezeniach” (str. 115).

— Jest ... rézne stezenia” — nalezy wybra¢ ktére (str. 120).

— Jest,,... 2 mg/ml/10 mg/ml stezenia biatka i parametry: temperatura...” — prawidtowe sformu-
towanie to: ,...stezenie biatka 2 mg/ml i temperatura...” (str. 122, str. 123, str. 128).

— Tabela 8 — btedny opis — jest ,,Zwigzek miedzy ... a stezeniem BSA” — niestety stezenie BSA byto
state (str. 127).

—  Brakuje skrétu AGEs (str. 130).
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— Jest, acetanowych” — prawidtowa forma to: ,, acetonowych”, ponadto brakuje przy wartoéciach
(%) informaciji, iz to zjawisko dotyczy inhibicji (str. 134, str. 135, str. 138) lub ochrony (str. 140).

— Jest OH, O°, 0%, O° — powinno by¢ OH*, O3, 0%, (str. 137).

— Jest ,tworzenie karbonylu”, powinno byc¢ ,tworzenie grup karbonylowych” (str. 155).

— lJest ,glikacji z HSA, z BSA” — bez przyimka ,,z” (str. 160).

— Jest ,ktére przez wigzania” — prawidtowa forma to: ,poprzez” (str. 161).

— Jest ,wyrazny spadek ruchliwosci elektroforetycznej” — wyraznie zmniejszong ruchliwos¢ elek-
troforetyczng” (str. 163).

Dodatkowo niescistosci literowe:

— Jest ... 0 bogatym sktadzie fitochemicznm”, , hekspeptydu”, ,insluina” prawidtowe zwroty to:
,...0 bogatym sktadzie fitochemicznym”, ,heksapeptydu”, ,insulina” (str. 6, str. 9, str. 17).

— Podpis pod Ryc. 7, jest ,,imidazolodilizy” — powinno by¢ ,imidazolodilizyna” (ang. imidazolium
dilysine) (str. 23); na Ryc. 11 — jest , peoksydacja lipidéw”, prawidtowy zwrot to: ,peroksydacja
lipidow” (str. 35).

— Jest ,nauropatia cukrzycowa”, ,,reaktywnych karobonyli”, ,pordukty Amadori”, ,gikacji”, pra-
widtowe zwroty to: ,neuropatia cukrzycowa”, reaktywnych grup karbonylowych”, , produkty
Amadori”, ,glikacji” (str. 39, str. 42, str. 48).

— lest ,naruralny dipeptyd”, prawidtowy zwrot to: ,naturalny dipeptyd” (str. 50)

— Jest ,bromek N-fenacylotiazoliow” — nalezy poda¢ poprawng nazwe (str. 51).

— lJest ,reswerarol”, ,formia”, ,hipolipidemiczne”, ,cytoyoksycznosc”, prawidtowe zwroty to:
Jresweratrol”, ,forma”, ,hipolipidemiczng”, ,cytotoksycznos¢” (str. 68, str. 73).

— Rycina 24 — jest ,ekstarkty”, prawidtowo powinno by¢ ,ekstrakty” (str. 79).

—  Brak spacji pomiedzy PBS a ,,0”, bufor i PBS, (str. 86).

-~ Jest ,formazonu”, ,,do wzorowej” — prawidtowe zwroty to: ,formazanu” ,do wzorcowej” (str.
96, str. 97).

— Jest ,poodbne” — prawidtowa forma to: ,podobne” (str. 116).

— Jest R.S octan etylu — skrot ,,s” winien by¢ napisany matg literg (str. 129).

— Jest ,antygliakcyjnego” — prawidtowy zwrot to: ,,antyglikacyjnego” (str. 132)

— Jest ,R. x bocemica” — prawidtowa nazwa to: ,R x bohemica” (str. 139).

— Jest ,mL” — prawidtowa forma to: ,ml” (str. 160).

oraz btedy gramatyczne:

— lest ,tluszczy”, ,ttumaczq”, prawidtowe zwroty to: ,ttuszczédw”, ,ttumaczy (str. 39, str. 43).

— lJest ,zastosowane krople”, ,,aminogunidyna”, prawidtowe zwroty to: ,zastosowanie kropli”,
»aminoguanidyna” (str. 50, str. 151, str. 155, str. 160).

— Jest ,charakteryzujgce sig pierscieniem pirydynowych, ktére wykazaty”, ,rozrywajgce”, ,ha-
mujace”, ,lub ich zwigzania”, prawidtowe zwroty to: ,charakteryzujgca sie pierscieniem piry-
dynowym, ktéra wykazata”, ,rozrywa”, ,hamuje”, ,lub ich wigzania” (str. 51).

— Jest ,wyizolowany”, ,optymalizacja”, prawidtowe zwroty to: ,wyizolowana”, ,optymalizacje”
(str. 74, str. 77).

— Jest ,aminogunidyna”, ,,aminoguniadyna”, ,aminugunidyne”, prawidtowe zwroty to: ,amino-
guanidyna” (str. 77, str. 92, str. 48, str. 123, str. 128).

— Jest ,2.4-dinitrofenylohydrazyny”, prawidtowy zapis to: ,2,4-dinitrofenylohydrazyna” (str. 80).

— Jest ,wplywa”, prawidtowa forma to: ,wptyw” (str. 82).

— Jest ,dtugosicach”, prawidtowa forma to: ,dtugosciach” (str. 84 i dalej).
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Jest ,ocenie”, prawidtowa forma to: ,,oceny” (str. 85).

»dwukropek” po ,,... fali wzbudzenia”, a nie przed, jest ,zawierajgce” i ,zwierajgce”, prawi-
dtowy zwrot to: ,zawierajgcych” i ,zawierajace”, wzor nr 1 — nalezy doda¢ ,w obecnosci eks-
traktu” (str. 89).

Jest ,,modyfikacji” — powinno by¢ ,modyfikacja” (str. 95).

lest ,kwasu 5,5’-ditiobis-(kwas 2-nitrobenzoesowy)”, ,5-tio-nitrobenzoesowy” — prawidtowa
forma to: , kwasu 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowego)”, , 5-tio-2-nitrobenzoesowy” (str. 101).
Jest ,32 uM roztworu tioflawiny”, prawidtowa forma to: 32 uM roztwor tioflawiny (str. 104).
Jest ,rozpuszczone, witaminy, metforming” — prawidtowa odmiana to: ,rozpuszczony, wita-
mina, metformina” (str. 105).

Jest ... octanie etylu”, ,mas czqsteczek” — prawidtowa forma to: ,,... w octanie etylu”, ,mas
czasteczkowych” (str. 107).

Jest ,,... dodano TEMED”, powinno byc ,,... TEMEDu” (str. 108).

Jest ,,przepuszczac, mogto” — powinno by¢ ,przypuszczac, mogt” (str. 113).

lest ,stezeniu”, ,zawierajgce” — prawidtowa forma to: ,stezenia”, ,zawierajacych” (str. 119,
str. 120).

Jest ,,zachodzgcych” — prawidtowa forma to: ,,zachodzgce” (str. 121).

Jest ,,albumine, mieszanine” — prawidtowa forma to: ,,albumina/mieszanina” (str. 123).

Jest ,,... powstawania ... produktow pentozydyny”, obnizyta, wzrosta” — prawidtowy zwrot to:
,powstawania pentozydyny”, ,obnizyt, wzrdst” (str. 124, str. 127, str. 134, str. 139).

Jest ,glikowanych” — prawidtowa forma to: ,glikowanej” (str. 137).

Jest ,potencjatem antyglikacyjnym”, ,dziatajgce ekstrakty” — prawidtowa forma to: ,,potencjat
antyglikacyjny”, ,dziatajacy ekstrakt” (str. 154, str. 155).

Jest ,chroni”, ,roztwory”, ,petozydyny” — prawidtowa forma to: ,chronit”, , roztworéw”, , pen-
tozydyny” (str. 155, str. 160).

Jest ,rozdziatu elektroforetycznej”, ,wskazywaty”, ,R.J. octanu etylu i metforminy” — prawi-

dtowa forma to: ,rozdziatu elektroforetycznego”, , wskazywato”, ,R.j. octan etylu i metfor-
mina” (str. 162).

2.7 Uwagi i sugestie

Bez watpienia Pani Doktorantka jest na dobrej drodze, by stac sie Specjalistg w dziedzinie glikacji i jej
zapobieganiu. Biorgc pod uwage powyzsze, prosze o wyjasnienie nastepujacych kwestii:

Skoro glikacja i oksydacja zachodzg réwnolegle i prowadzg do podobnych skutkéw ubocznych,
czy aby na pewno badania dajg podstawy by wnioskowa¢ o dziataniu hamujacym glikacje a nie
oksydacje?

Wysokie stezenie zaawansowanych produktéw glikacji AGEs powoduje destrukcje drugo- i
trzeciorzedowej struktury albuminy. Jakie inne znane techniki badawcze mozna zastosowac do
oceny stopnia glikacji?

Lys-137, Lys-414 i inne reszty Lizyny oraz Arg-197 i inne reszty argininy sg potencjalnymi miej-
scami glikacji — jaki to ma wptyw na terapie?

Czy kazdy etap glikacii ma wptyw na powinowactwo wzgledem ligandéw?

Dalsze plany - izolacja albuminy z krwi oséb chorych na cukrzyce a moze zastosowanie
albuminy kontrolnej?
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