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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Anny Zasowskiej-Nowak
» Wplyw diety wzbogaconej w Fragaria ananassa na aktywno$¢ paraoksonazy oraz profil
lipidowy osocza zdrowych 0s6b”

Wplyw diety na zdrowie cztowieka byt znany juz w starozytnosci, przy czym duze
znaczenie przypisywano konsumpcji owocow i warzyw. M.in., Pliniusz Starszy w swoim
opracowaniu encyklopedycznym Historia Naturalis, opublikowanym ok. roku 77 naszej ery,
wymienia blisko 30 schorzen, ktérym mozna zapobiegaé lub ktérych przebieg moze byé
tagodzony poprzez spozywanie przetwor6w z owocow rézy. Jednakze szczegdtowe badania
w tym zakresie zostaly podjete dopiero w drugiej potowie ubiegltego wieku. Wykazano w
nich, ze dieta bogata w warzywa i owoce istotnie zmniejsza ryzyko zachorowania na szereg
groznych choréb, jak cukrzyca typu 2, niektore nowotwory czy choroby uktadu krazenia. Ten
korzystny efekt przypisuje si¢ zawartosci w owocach i warzywach zwigzkéw jak polifenole,
witaminy, czy blonnik, korzystnie oddzialywujacych na metabolizm cztowieka, jednakze
mechanizm tego dziatania jest ciggle niejasny.

Paraoksonazy sa enzymami odgrywajacymi wazng role w metabolizmie czlowieka.
Istniejg doniesienia, ze zmiana ich aktywnosci czy tez specyficznosci substratowe;
spowodowanej polimorfizmem genetycznym moze by¢ zwigzana z szeregiem chorob jak
cukrzyca typu 2, choroba niedokrwienna serca, niektdre postacie choroby Parkinsona czy
stwardnienie boczne zanikowe. Paraoksonazy degradujg takze niektore egzogenne toksyny,
jak fosforoorganiczne pestycydy czy gazy bojowe oraz biorg udzial w metabolizmie
niektorych lekow.

Wykazano w wielu badaniach, ze egzogenne flawonoidy podawane w diecie maja
korzystny wptyw na aktywno$¢ paraoksonaz. Wiadomo takze, ze flowonoidy i inne
antyutleniacze dziatajg ochronnie na frakcje lipidowa osocza krwi. Takze wptyw konsumpcji
truskawek na zdrowie cztowieka byt przedmiotem wielu badafi, zaréwno in vitro jak i
klinicznych. Dotychczas jednak nie przeprowadzono kompleksowych badaf nad wptywem
systematycznej konsumpcji owocow bogatych w zwiazki fenolowe i inne antyoksydanty na
aktywnos¢ paraoksonazy i metabolizm lipidow. Z tego wzgledu, podjecie badanh na wplywem
systematycznej konsumpcji truskawek na aktywno$¢ jednego z allozyméw paraoksonazy i
profil lipidowy osocza krwi konsumentow jest dobrze uzasadnione.

ZYozona do recenzji rozprawa liczy 125 stron, z czego 31 stron zajmuje wprowadzenie
do tematu, 2 strony opis celu pracy, 10 stron opis metodyki, 30 stron prezentacja wynikoéw i
14 stron dyskusja i wnioski. W rozprawie zamieszczono tez streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, liczace po 3 strony. Wykaz publikacji zawiera 180 numerowanych pozycji,
jednakze w tekscie znajduja si¢ odniesienia do prac o numerach wyzszych, az do numeru 246
(strona 102). Swiadczy to przypuszczalnie o bledach technicznych poczynionych przy



formatowaniu pracy do druku, ktore nalezy skorygowac, np. poprzez dodanie erraty do juz
wydrukowanych egzemplarzy.

Wstep podzielony jest na trzy czesci. W pierwszej doktorantka scharakteryzowala
zwigzki wystepujgce w truskawce, ktdre wywieraja korzystny wplyw na zdrowie
konsumentdw, oraz opisata przypuszczalne mechanizmy ich dzialania, aczkolwiek troche
pogubila si¢ w nomenklaturze. Np. traktuje wystepujace w truskawce antocyjany i flawonoidy
jako réwnowazne grupy, podezas gdy antocyjany sa jedna z podgrup zwigzkow okreslanych
ogolnie jako flawonoidy. Troche tez pogubita si¢ w nazewnictwie ogrodniczym. Jagoda jest
terminem botanicznym okreslajgcym owoce zbudowane z egzokarpu i migsistego mezokarpu,
w ktorym wystepujg nasiona. Termin “jadalne jagody” stosowany w pracy jest poprawny
jezykowo, lecz w literaturze jest uzywany do okreslenia przydatnosci do konsumpcji owocdw
(jagdd) réznych gatunkdw, zaréwno uprawnych jak i dziko rosngcych, w odréznieniu od
jagodd niejadalnych lub trujgeych, jak np., owoce pokrzyku czy konwalii majowej. W
ogrodnictwie i handlu stosowany jest natomiast termin ,,owoce jagodowe”, ktory obejmuje
zar6wno jagody wlasciwe w sensie botanicznym, jak boréwki (czarna, brusznica,
amerykanska), agrest, zurawina czy porzeczki, ale takze owoce, ktore jagodami nie sg, jak
truskawka, jezyna czy malina. Z kolei wiele owocow, ktére botanicznie sg jagodami, jak
banan, winogrono c¢zy owoce cytrusowe, nie sg w nomenklaturze ogrodniczej zaliczane do
owocow jagodowych, czy wreez nie sg w ogble zaliczane do owocdw, lecz do warzyw (np.
ogoérek, pomidor czy dynia). Tych drobnych niedociagnig¢ nie nalezy jednak traktowac jako
zarzut dla doktorantki poniewaz czesto nawet specjalisci z zakresu ogrodnictwa majg klopoty
z nazewnictwem technicznym czy handlowym.

W drugiej czesci wstepu doktorantka szczegétowo oméwita obecny stan wiedzy na
temat paraoksonaz ludzkich; ich wystepowanie, polimorfizm genetyczny, specyficznos¢
substratowa oraz udziat w metabolizmie zaréwno zwigzkéw endogennych jak i toksyn
pochodzenie egzogennego.

W trzeciej czesci doktorantka przedstawita stan wiedzy temat lipidow osocza krwi, ich
zwigzku z patogenezg szeregu choréb oraz ich metabolizm, w szczegdlnosci roli wolnych
rodnikéw w ich peroksydacji i nastgpczym efekcie biologicznym.

Caly wstep jest oparty na bardzo wnikliwym przegladzie literatury, obejmujgcym
zar6wno pozycje klasyczne jak i najnowsze doniesienia naukowe. W mojej opinii, jest on
doskonatym kompendium wiedzy dla mtodych naukowcow i moégtby by¢, w calosci lub w
czesciach, opublikowany jako praca przegladowa.

Przyjeta metodyka badan jest adekwatna do zadan i zostata opracowana zgodnie z
zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. Badania kliniczne zostaty pozytywnie zaopiniowane
przez Komisje Bioetyczng. Nazewnictwo chemiczne i biochemiczne jest prawidlowe i zgodne
z nomenklaturg Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej. Szkoda natomiast, ze
polimorfizm paraoksonazy 1 (PON1) oznaczono metoda uproszczona, poprzez poréwnanie



aktywnosci hydrolitycznej w stosunku do paraoxonu (O,0-dietylo-O-p-nitrofenylofosforanu)
1 octanu fenylu a nie poprzez sekwencjonowanie jego genu.

Wiyniki badan przedstawiono czytelnie na 11 wykresach i w 21 tabelach. Na
podkreslenie zastuguje bardzo starannie zaplanowana i przeprowadzona analiza statystyczna,
dzieki ktorej mozliwe bylo udowodnienie istotnosci stosunkowo niewielkich r6znic pomigdzy
srednimi (rzgdu kilku procent) przy znacznym zréznicowaniu indywidualnych wynikow
analiz.

W badaniach uzyskano szereg interesujgcych wynikéw. Wbrew oczekiwaniom
opartym na wynikach innych badaczy, stwierdzono ze systematyczna konsumpcja truskawek
zmniejszyta aktywnos¢ PON1, przy czym dotyczylo to tylko zdolnosci enzymu do hydrolizy
paraoksonu (aktywno$¢ paraoksonazy) lecz nie zdolnosci do hydrolizy octanu fenylu
(aktywno$¢ aryloesterazy). Doktorantka poswiecita wiele miejsca na probe wyjasnienia tego
zjawiska. ML.in., rozwazata mozliwo$¢ wplywu zwigzkoéw aktywnych z truskawki na zmiane
ekspresji genu PONI. Wplyw polifenoli zawartych w diecie na ekspresje genu paraoksonazy
1 stwierdzono wielokrotnie, lecz byl to raczej efekt stymulujacy a nie hamujgcy. Ponadto, jak
stusznie zauwaza autorka, zmiana ekspresji genu miataby wpltyw na ogdlng aktywno$¢
enzymu, lecz nie spowodowataby zmiany jego specyficznosci substratowej.

Zmiana specyficznosci mogtaby by¢ spowodowana przez zablokowanie jednego z
centréw aktywnych enzymu. Ten drugi mechanizm doktorantka uwaza za bardziej
prawdopodobny sugerujac, ze tym specyficznym inhibitorem moze by¢ kwas kawowy,
ktérego stezenie w osoczu byto ujemnie skorelowane z aktywnoscig PON1. Hipoteza ta ma
dobre uzasadnienie, jako ze badania in silico 1 in vitro wykazaly, ze paraoksonaza 1 ma dwa
niezalezne miejsca przylaczania substratéw: hydrofobowe, w ktérym wigzane sg estry
arylowe i laktony oraz hydrofilowe, do ktorego przytaczane sg estry fosforoorganiczne (Hu X.
iin., 2009. Proteins 75: 486-498, doi: 10.1002/prot.22264; Ben-David i in., 2012. J. Mol.
Biol. 418: 181-196, doi: 10.1016/j.jmb.2012.02.042). Zablokowanie ktéregos z nich przez
specyficzne inhibitory moze spowodowaé zmiang specyficznosci substratowej enzymu.
Kompetencyjna inhibicje PON1 przez niektére flawonoidy obserwowano juz wezesniej
(Mahrooz i in., 2001, J. Clin. Lab. Anal. 25: 395-401), jednakze dotyczyta ona obydwu
aktywnosci enzymu. Nie spotkalem natomiast w literaturze doniesien o specyficznej inhibicji
tylko jednej z jej aktywnosci. Swiadczy to, ze wynik uzyskany przez doktorantke jest nowy
jakosciowo i wart dalszego badania.

Konsumpcja truskawek spowodowata tylko niewielkie zmiany w ogélnym stezeniu
triglicerydéw i cholesterolu zwigzanego z réznymi lipoproteinami krwi obwodowej, lecz
spowodowalo istotne obnizenie wskaznika Castelliego. Potwierdza to informacje o
korzystnym wplywie konsumpcji owocow na zdrowie cztowieka, aczkolwiek przypuszczalnie
nie jest on zalezny od aktywnosci paraoksonazy.

Generalnie, zar6wno omowienie wynikéw jak i ich dyskusja przeprowadzone zostaly
w rozprawie prawidtowo. Brakuje w nich jednak wzmianki o wptywie metody produkcji



owocow (ekologiczna lub integrowana) na mierzone parametry. W do$wiadczeniu uzywano
owocow produkowanych obydwu metodami i nalezatoby to skomentowaé, nawet jesli wplyw
ten byt nieistotny. Nie skomentowano takze, jaki wptyw na wyniki mogt mie¢ fakt, ze
aktywnos¢ wyjsciowa paraoksonazy oraz poziom HDL-Chol w grupie badanej byty istotnie
wyzsze niz w grupie kontrolne;j.

Cala praca zostata napisana poprawnym jezykiem, bez istotnych btedow
stylistycznych czy maszynowych.

Whnioski ogdlne

Korzystny wplyw konsumpcji owocéw, w tym truskawek, na zdrowie cztowieka jest
znany od lat. Od lat trwaja tez prace nad wyjasnieniem mechanizmu tego zjawiska, lecz
ciggle jest on niejasny. Lek. Anna Zasowska-Nowak podjeta badania nad wyjasnieniem
wplywy systematycznej konsumpcji truskawek na aktywnos$¢ jednego z allozymow
paraoksonazy, co do ktérego istnieje wiele danych wskazujgcych, ze jest on zwigzany z
patogeneza szeregu chordb, oraz na profil lipidowy osocza krwi. Taka tematyka byta dobrze
uzasadniona istniejacym stanem wiedzy oraz potrzebami badawczymi w tej dziedzinie.

Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia stawiania hipotez roboczych i ich
weryfikacji, dobrym opanowaniem technik badawczych oraz twoérczg analizg uzyskanych
wynikéw, ktdre stanowiag wazny przyczynek do wiedzy o mechanizmach wptywu diety na
zdrowie cztowieka. W mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w pelni
spelnia wymogi okres$lone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowy
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, ze zmianami zapisanymi w Ustawie z dnia 18
marca 2011 r. o zmianie ustawy — Prawo o szkolnictwie wyzszym, ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz o zmianie
niektérych innych ustaw. W zwigzku z tym, wnosze do Rady Wydziatu Wojskowo-
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszcezenie lek. Anne Zasowska-Nowak
do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, w uznaniu znaczenia pracy doktorskiej lek. Anny Zasowskiej-Nowak dla

rozwoju wiedzy o mechanizmach wptywu diety na zdrowie cztowieka, wnosze do Wysokiej
Rady o rozwazenie mozliwosci jej wyrdznienia.
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