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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Macieja Spiegla ”Badania in silico
aktywnosSci antyoksydacyjnej zwigzkoéw fitochemicznych”

Rozprawe doktorskg rozpoczyna omdwienie w jezyku polskim o nastepujacej
strukturze:

Streszczenie po polsku i angielsku, wykaz publikacji stanowigcych podstawe
rozprawy, wprowadzenie, okreslenie zalozen i celu pracy, materialy i metody, wyniki,
dyskusja 1 wnioski, omdwienie poszczegdlnych publikacji, wydruki wskazanych
wezesniej publikacji, uzupelnione w o$wiadczenia wspétautoréw, dotyczace wkiadu
do wspdlnych prac, wykaz pozostatych publikacji Doktoranta oraz inne osiagnigcia
naukowo-badawcze.

Podstawowym elementem rozprawy sa cztery opublikowane prace w czasopismach
z Listy JCR:

[A]. Spiegel, M.*, Andruniéw, T., & Sroka, Z. (2020). Flavones' and Flavonols'
Antiradical ~ Structure—Activity Relationship—A Quantum Chemical Study.
Antioxidants (Basel, Switzerland), 9(6), 461. https://doi.org/10.3390/antiox9060461
IF = 6.313, MEiN = 100

[B]. Spiegel, M., Kapusta, K.*, Kolodziejczyk, W., Saloni, J., Zbikowska, B., Hill,
G. A., & Sroka, Z. (2020). Antioxidant Activity of Selected Phenolic Acids—Ferric
Reducing Antioxidant Power Assay and QSAR Analysis of the Structural Features.
Molecules (Basel, Switzerland), 25(13),

3088. https://doi.org/10.3390/molecules25133088

IF = 4.412, MEIN = 140

[C]. Spiegel, M.*, & Sroka, Z. (2023). Quantum—mechanical characteristics of
apigenin: Antiradical, metal chelation and inhibitory properties in physiologically
relevant media. Fitoterapia, 164(October 2022), 105352.
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2022.105352

IF = 3.204, MEiN =100

[D]. Spiegel M.* (2022). Current Trends in Computational Quantum Chemistry
Studies on Antioxidant Radical Scavenging Activity. Journal of Chemical Information
and Modeling, 62(11), 2639-2658. https://doi.org/10.1021/acs.jcim.2¢00104

IF = 6.162, MEIN = 100

Wszystkie wymienione prace majg charakter teoretyczny i stanowig zwarty cykl
monotematyczny, dotyczacy zagadnienia oceny aktywnosci antyoksydacyjnych
wybranych zwigzkéw fitochemicznych.

W dalszej czescei recenzji bede sie odwolywat do poszezegdlnych publikacji, podajac

przypisang liter¢ A..D.
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Swojg ocen¢ rozpoczne¢ od analizy publikacji oznaczonej jako [D].

Praca ta =zostala opublikowana w znaczgcym czasopi$§mie naukowym
o wyspecjalizowanym profilu badan z wykorzystaniem metod chemii obliczeniowe;.
Wartym podkreslenia jest to, ze Doktorant jest pojedynczym autorem tej pracy.
Publikacja ta ma charakter obszernej pracy przegladowej odwotujacej si¢ do duzej
liczby przywotanych prac (269 pozycji literaturowych). W pracy tej, Doktorant
omowit techniki badan teoretycznych realizowanych na wielu platformach
informatycznych: Multiwfn (analiza funkcji falowych i wizualizacja uzyskanych
wynikéw), Eyring (program stuzacy do wyznaczania wartosci statych kinetycznych
proceséw zachodzacych w fazie gazowej jak i cieklej), GROMACS (dynamika
molekularna biatek, lipidow, kwasow nukleinowych), Amber (badania symulacyjne
technikg Dynamiki Molekularnej) oraz CHARMM (analiza uktadow
wieloczasteczkowych). Wspomniane wyzej techniki badawcze zostaly omoéwione
w kontekscie tematu rozprawy tj. oceny aktywnosci antyoksydacyjnej rodnikow.
Szczegotowa analiza opisanych narzedzi informatycznych, wykonana samodzielnie
przez Doktoranta, stanowi bardzo dobry wstep do jego rozprawy. Wartym
podkreslenia jest uwaga Autora dotyczaca koniecznosci pewnych reinterpretacji oraz
rozszerzenia zakresu badan. Bogate studia literaturowe pozwolily zauwazyé, ze
wiekszo$¢ prac dotyczacych badan antyoksydantdw koncentruje si¢ na aktywnych
formach tlenu, znaczaco pomijajac wkiad grup chemicznych zawierajacych azot,
wegiel 1 siarke. Doktorant podkresla takze wage oceny roli antyoksydantow na
poziomie in vivo, wskazujac na konieczno$¢ zwigkszenia badan zmian metabolitow
wyniklych z ich aktywnosci antyutleniajacych. Zdaniem Doktoranta, nalezy takze
bada¢ mozliwosci zachodzenia reakcji prowadzacych do efektu wzmocnienia zasiggu
dziatania czynnikéw utleniajgcych, podlegajacych procesom ich ,,wygaszania”.
Omawiana publikacja zostala w zwiezly sposob omoéwiona na stronie 15,
wystarczajgco odzwierciedlajgc jej istote.

Ocena pracy [A]

Przedmiotem tej pracy bylo zbadanie wlasnosci antyutleniajgcych 7 zwigzkéw z grupy
flawonéw oraz 6 flawanoli, bedacych waznymi skladnikami naszej diety, a ktérych
aktywno$¢ jest zwigzana z iloscig i polozeniem grup hydroksylowych, stabilizacja
struktury za pomoca wigzan wodorowych wewnatrzezasteczkowych jak i tworzonych
z otaczajacymi czgsteczkami rozpuszczalnika, delokalizacja tadunku elektronéw, czy
tez udziatu podstawnikéw, w tym grup metoksylowych.

W pierwszym etapie badan, Doktorant wygenerowal programem Avogadro zbiér
izomeréw flawonoidéw, wykorzystywanych w dalszych badaniach teoretycznych.
Nastgpnie, otrzymane struktury byly optymalizowane w ,,prézni”, w $rodowisku
Gaussiana. Uzyskane konformacje badanych zwigzkéw byly ponownie badane
w otoczeniu uwzgledniajacym czasteczki wody, w poszukiwaniu konformerow
z najnizsza energig. W tym miejscu chcialbym zapyta¢ Doktoranta o mozliwosé
wygenerowania w ,,prozni” nieistniejgcych struktur,  wynikajgcych z braku
oddziatywania z otoczeniem.

W punkcie 2.2 opisano badane struktury przestrzenne wybranych flawonoidow,
z ktorych usunigto pojedyncze atomy wodoru z dostgpnych grup hydroksylowych,
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tworzac w ten sposob stany rodnikowe. W tabeli 2, zebrano wartosci katow
dwusciennych, zapewne pomigdzy plaszczyznami pierscieni C i B, polaczonych
atomami C2-C1’ oraz innych atoméw pierscieni B i C. Poniewaz dane zawarte w tabeli
2 nie s3 dla mnie w pelni zrozumiale, dlatego prosz¢ Autora o wyjasnienie znaczenia
np. kata 12.9° przypisanego atomowi C5 czgsteczki akacetyny.

W tabeli 4 zebrane sg wartosci potencjaldw jonizacji oraz zmiany wartosci entalpii
towarzyszace dysocjacji protonow, w okreslonych pozycjach czasteczek badanych
flowonoidow. Jedynie dla luteoliny uzyskano ujemng warto$¢ entalpii dysocjacji
protonu z grupy OH, przylaczonej do atomu C4’. Jak mozna wytlumaczyé brak
omoéwienia tej osobliwosci w dyskusji wynikéw?

Na stronie 16 omawianej publikacji znajduje si¢ opis wkiadu poszczegélnych
wspotautoréw, z ktérego wynika dominujaca rola Doktoranta. Jednakze biorge pod
uwage dotgczone do rozprawy o$wiadczenia wspdtautordw, mozna mie¢ pewne
watpliwosci: Doktorant o$wiadcza, ze jego udzial polegal min. na rozwoju
i zaprojektowaniu metodologii (badan), natomiast wspétautor, prof. dr hab. Tadeusz
Andruniéw, na pierwszym miejscu podaje opracowanie i zaprojektowanie metodologii
badan. Warto aby Doktorant uszczegdtowit swdj wktad do tej pracy.

Ocena pracy [B]

Tematem tej pracy jest ocena aktywnosci antyoksydacyjnych oraz zdolnosci
blokowania tworzenia rodnikéw przez kwasy fenolowe, stanowigce takze naturalny
sktadnik owocow np. glogu, aronii czy czarnej porzeczki. W pracy tej, przedstawiono
badania 22 rodzajéw tych zwigzkdéw, réznigeych si¢ iloscig grup hydroksylowych
i metylowych, w réznych konformacjach wzajemnych. Szczegdlng wartoscig tej
pracy jest polaczenie prac czysto doswiadczalnych (spektrofotometryczne oznaczanie
zdolnosci redukeji Fe’*) z wynikami prac czysto teoretycznych. W opisie metody
eksperymentalnej znajduje si¢ réwnanie (2), w ktérym wystepuje wspdlczynnik
przyjmujacy warto$é 1,513 i ktérego wartos¢ pozostaje domyslna.

Najwieksza zdolnosé redukeji wykazat kwas 2,3 dihyrobenzoesowy, majacy grupy
hydroksylowe w pozycji wzajemnej orto, natomiast najmniejsza — kwas 3-
hydroksybenzoesowy, majacy pojedyncza grupe OH w pozycji 3. Wykazano takze, ze
wystepowanie dwoch grup OH w wzajemne] pozycji meta, rowniez wplywa na
obnizenie aktywnosci redukeyjnej. Ponadto, wykazano niskg aktywnos$¢ redukcyjng
pochodnych kwaséw fenolowych, ktérych czasteczki posiadaja dodatkowo grupy
metylowe. W pracy tej zbadano takze mechanizm stabilizacji badanych molekut
poprzez tworzenie wigzan wodorowych. Na tle uzyskanych wynikéw Doktorant
stwierdza, ze proponowane hipotezy zostaly potwierdzone obliczeniami chemii
kwantowej, co dla mnie jest stwierdzeniem dyskusyjnym.

Ocena pracy [C]

W publikacji [C], Doktorant podejmuje takze problem zachwiania réwnowagi
redukcyjno-oksydacyjnej od strony kontroli tworzenia  wysoce reaktywnych
zwigzkow, wskazujac na znaczenie szeroko wystgpujacych w owocach, warzywach
czy zielonej herbacie, polifenoli. Szczegdlng uwage zwrdcit na polifenol — apigening,
wystepujacg w wielu warzywach i owocach, ktéra jest wchtaniana przez mikrobiom
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jelita cienkiego, skad posrednio jest transportowana do pozostatych tkanek organizmu.
Pomimo wielu prac poswigconych badaniom apigeniny, istniejg jeszcze obszary
wymagajace poznania, takie jak hamowanie tworzenia rodnika (*OOH) czy zdolno$é
do chelatowania jonéw Cu?* czy Fe*, przez co zmniejsza sie ich udziat w wytwarzaniu
wolnych rodnikéw. Innym mechanizmem ochronnym, wykazanym w tej pracy, jest
inhibicja enzymu oksydazy ksantynowej, poprzez tworzenie wigzan wodorowych
pomiedzy czgsteczkami apigeniny i aminokwasami centrum aktywnego tego enzymu
(alaniny i waliny). Zmniejszona aktywno$¢ oksydazy ksantynowej pocigga takze
zmniejszong ilo$¢ czgsteczek nadtlenku wodoru — jednego z aktywnych form tlenu.

Ocena merytoryczna:

Trafno$¢ podjetej tematyki badawczej i jej oryginalnosé

Szacuje sig, ze okoto 2% tlenu zawartego w powietrzu, ktérym oddychamy, jest
prekursorem jednej z aktywnych form tlenu — anionorodnika ponadtlenkowego,
powstatego w mitochondriach. Biorgc pod uwage, ze w ciggu doby zuzywamy okoto
15 moli tlenu, to uwzgledniajgc stata Avogadra, kazdej doby S$rednio pojawia sie
w naszych organizmach okoto 2x10% wysoce reaktywnych form tlenu. Dzigki temu,
ze posiadamy naturalne mechanizmy likwidacji zagrozenia, poprzez specyficzne
enzymy, takie jak dysmutazy i katalazy, enzymy ,naprawiajace” (np. reduktaza
methemoglobinowa) oraz szereg rozwigzan nieenzymatycznych (glutation, witaminy
C, E, karotenoidy, flawonoidy, bilirubina, kwas moczowy, melanina, albuminy,
ferrytyna), nasze organizmy sa w stanie utrzymywac¢ rdwnowage proceséw redukcji
i utlenienia, bez szkody dla naszego zdrowia. Niestety, z biegiem lat, niektdre
mechanizmy zaczynajg zawodzi¢ i wspomniana réwnowaga ulega zachwianiu, co
czesto okresla si¢ ogélnym pojeciem stresu oksydacyjnego. Taka sytuacja stanowi
zagrozenie dla zdrowia, o czym pisze we wstegpie takze Doktorant. Skutecznym
sposobem przeciwdzialania tym niekorzystnym zmianom wydaje si¢ wprowadzenie
do organizmu, najprosciej poprzez odpowiednig diete, egzogennych substancji,
ktorych zadaniem jest wspomaganie organizmu Ww utrzymaniu wspomnianej
rownowagi. Poniewaz istnieje wiele zwigzkéw chemicznych zawartych
W pozywieniu, wazna jest ocena ich skutecznos$ci antyoksydacyjnej. Mozna to zrobié
poprzez badania chemiczne in vitro i/lub, jak wykazat Doktorant w swojej rozprawie,
badaniami bazujgcymi na metodach chemii obliczeniowe;.

Cennym i oryginalnym wkladem, recenzowanej rozprawy doktorskiej, w rozwdj nauki
jest szerokie podejscie do oceny aktywnosci antyoksydacyjnej wybranych zwigzkéw
fitochemicznych, dostepnych w diecie czlowieka, znanymi metodami chemii
obliczeniowej. W tym miejscu nalezy podkre$li¢, ze wyniki tych prac zostaly
opublikowane w czasopismach wysoko punktowanych przez MEIN (to, ze ostatnio
wydawnictwo MDPI - publikacja [A] oraz [B] nie ma dobrych opinii, nie dyskredytuje
wysokiej jakosci tej pracy).

Poniewaz od dobrych rozwigzan teoretycznych wymagamy mozliwosci
predykcyjnych, ktére powinny byé ewaluowane doswiadczalnie, mam pytanie
skierowane do Doktoranta: ktére z uzyskanych wynikéw badan teoretycznych mozna
weryfikowaé doswiadczalnie, bezposrednio, posrednio, a ktére uwzgledniajgc obecny
stan nauki, nie pozwalajg na takg weryfikacje?
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Analizujagc znaczenie fizjologiczne egzogennych antyoksydantdéw, chcialbym aby
Doktorant oméwit krétko sytuacje, w ktérych ich zawarto$¢ w diecie moze by¢é
niepozadana?

Nawigzujgc do opisu zatozen i celu pracy (str. 8) chcialbym prosi¢ aby Doktorant
rozwinal mysl zawartg w zdaniu: ,,Podstawowym celem badan, na ktérych bazuje cykl
publikacji niniejszej pracy doktorskiej (brak przecinka) byla ocena, za pomoca chemii
obliczeniowej, aktywnosci antyoksydacyjnej wyselekcjonowanych zwigzkéw
fitochemicznych, jak i potwierdzenie zalozenie (zapewne zalozenia), ze metody in
silico stanowig aktualnie nieocenione narzedzie, jakie mozna stawia¢ na réwni
z eksperymentami.”

Ocena uzyskanych rezultatéw i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Wyniki prac teoretycznych Doktoranta, pozwalajg stwierdzi¢, ze  metody
obliczeniowe prowadzg do wzglednie szybkiej analizy wlasnosci antyoksydacyjnych
duzej grupy zwiazkéw wykazujacych taki potencjal. Wstepnie, mozna
wyselekcjonowac te, ktore sg najbardziej pozadane w diecie czlowieka, oraz takie,
ktéore potocznie uwaza si¢ za prozdrowotne. Analiza aktywnosci réznych
konformeréw moze by¢ praktycznie wykorzystana w laboratoriach chemicznych
w pracach nad chemicznymi modyfikacjami znanych juz zwigzkow.

Teoretyczne prace badawcze powinny wyprzedzaé wiedz¢ wynikajaca z prac
eksperymentalnych, zas wnioski wynikajace z tych prac powinny by¢ weryfikowalne
doswiadczalnie. W tym miejscu chcialbym prosi¢ Doktoranta o krotkie oméwienie
metod eksperymentalnego badania wlasnosci antyoksydacyjnych badanych przez
niego zwigzkow fitochemicznych.

Poprawnos¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Nie mam uwag dotyczacych poprawnosci jezykowej, w tym stylistycznej
i interpunkcyjnej publikacji stanowigcych rozprawe doktorska. Jednakze, w opisowe;j
czesei w jezyku polskim brakuje przecinkéw. Przyktadem moze by¢ zdanie na stronie
6 zaczynajace si¢ slowami ,,Do innych....”. Autor uzywa takze kolokwializmu
»zmiata¢ wolne rodniki”, ktéry nie miesci si¢ w terminologii naukowej. Mam takze
watpliwosci czy, jak pisze Autor w punkcie 3.1, program PaDEL-Descriptor moze by¢
»Spozytkowany na potrzeby obliczenia...”. Najpowazniejsze uwagi jezykowe dotyczag
punktu 4. Wyniki, dyskusja i wnioski. W punkcie tym, Doktorant omawia publikacje
stanowigce rozprawe doktorska. Bledy stylistyczne i gramatyczne nie utatwiaty mi
analizy opublikowanych prac. (W mojej ocenie takie omdwienie jest zbedne). Moje
zastrzezenia budzi np. fragment na stronie 13 zaczynajacy si¢ stowem ,,Rzeczywiscie”.

Ocena metodologiczna:

Dobér literatury, umiejetno$¢ wykorzystania zZrédel

Bogate studia literaturowe wskazane w samej pracy przegladowej [D] pozwalaja mi
stwierdzié, ze Doktorant przeprowadzit bardzo wnikliwg analiz¢ tekstéw zrédtowych
oraz umiej¢tnie wykorzystal je w swoich pracach twérczych.

uyj\‘»”
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Poprawnos¢ doboru metod i
zastosowania).

W oparciu 0 mojg oceng pracy [D], oraz prac [A], [B] i [C], jestem przekonany, ze
Doktorant bardzo dobrze opanowat narzedzia informatyczne i umiejetnie, z sukcesem

stosuje je w przedstawionych badaniach.

narzedzi badawczych, umiejetnosé ich

Poprawnos$¢ ukladu pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska bazuje na 4 monotematycznych
publikacjach, z ktérych ostatnia stanowi przeglad metod badan komputerowych -
moze stanowi¢ doskonaty wstep do catego cyklu. W moim odczuciu, ta praca powinna
by¢ umieszczona na pozycji pierwsze;j.

Whiosek koncowy (konkluzja)

Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg magistra Macieja Spiegla oceniam
bardzo wysoko, gldwnie ze wzgledu na zastosowane zaawansowane narzedzia
badawcze, wymagajace znaczacego poszerzenia wiedzy z zakresu chemii
obliczeniowej. W mojej ocenie, rozprawa ta wnosi znaczacy wklad w poznanie
molekularnych podstaw wlasnosci antyoksydacyjnych badanych zwigzkéw
fitochemicznych.

Praca ta niewatpliwie zastuguje na wyr6znienie i jestem sktonny o to wnioskowacé, po
wystuchaniu prezentacji podczas obrony.

Biorgc pod uwage publikacje stanowigce rozprawe doktorska oraz bogaty, jak na
doktoranta, pozostalty dorobek naukowy (15 publikacji w bardzo dobrych, wysoko
impaktowych czasopismach naukowych) moge stwierdzié, iz mgr Maciej Spiegel jest
bardzo dobrze przygotowanym naukowcem, zdolnym prowadzi¢ samodzielne badania
z wykorzystaniem metod obliczeniowych chemii.

Rozprawa doktorska autorstwa mgr. Macieja Spiegla spelnia warunki okreslone w art.
187 ust. 1 1 2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz.
1668 ze zm.). Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie rozprawy mgr. Macieja Spiegla do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
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Wroctaw, dnia 17 lipca 2023 prof. dr'hab. Krystian Kubica



