Recenzja pracy

pt.: ,In Vitro Studies on the Ferric-lon Reducing Ability of Plant Phenolics and their Pro —
and Anti - Oxidant Activity in an Iron — Mediated Hydroxyl Radical Oxidizing System”
lekarza medycyny Jeffrey’a E. de Graft — Johnson’a

w ramach dysertacji na stopien doktora nauk medycznych

Przestanki teoretyczne wskazujg, ze polifenole nalezg do najbardziej sprzyjajacych
zdrowiu zewnatrzpochodnych czynnikow antyoksydacyjnych. Budowa chemiczna gwarantuje
ich wtasciwosci jako tak zwanych zmiataczy rodnikéw, a ponadto wptywaja na absorpcje i
metabolizm ustroju. W wielu badaniach epidemiologicznych wykazywano, ze dieta bogata w
polifenole zmniejsza ryzyko miazdzycy i jej nastepstw, choréb nowotworowych oraz ogdlng

umieralnosc.

Szczegdtowe badania tak zwanej diety sSrédziemnomorskiej, a zwtfaszcza opublikowane kilka
miesiecy temu wyniki badan brytyjskich wskazuja, ze istoty dobroczynnych wtasciwosci tego
typu odzywiania nalezy doszukiwaé si¢ nie tyle w szczegdlnym skfadzie lipidowym, ile
wiasnie w zawartosci polifenoli. Z drugiej jednak strony podawanie sztucznie wytworzonych
polifenoli w wysokich dawkach catkowicie zawiodto. Oczekiwany efekt prozdrowotny byt
znacznie gorszy niz efekt placebo i polegat na zwiekszonej zachorowalnosci na chorobe
wiencowg, w tym najciezsze epizody krgzeniowe oraz na nowotwory. W pewnych warunkach
tak zwane antyoksydanty moga zatem wykazywaé wihasciwosci prooksydacyjne in vitro, co

ttumaczy obserwowane niekorzystane zjawiska zdrowotne.

Mechanizmy antyoksydacyjne oparte o systemy enzymatyczne i nieenzymatyczne zostaty
dobrze poznane. Od pewnego czasu wiadomo natomiast, ze tak powszechnie dobrze
oceniane substancje jak kwas askorbinowy lub tokoferol tworzg diugozyjgce wolne rodniki.
Ponadto uwalniane w toku reakcji Fentona i Habera - Weissa wolne rodniki powstaja takze
w ustroju. Witasnie kawas askorbinowy uczestniczy w reakcji Fentona, co jest zapewne w

ustroju przyczyng produkcji wolnych rodnikéw hydroksylowych.



Lekarz medycyny Jeffrey E. de Graft — Johnson podjat sie préby oceny stanu réwnowagi
pomigdzy anty i prooksydacyjnymi wtaéciwosciami polifenoli, a zatem wybrany temat
rozprawy jest nowoczesny, uzasadniony i doskonale wywiedziony. Obszerny wstep
zawierajacy przejrzyste tabele i ryciny jest logicznym, szczegétowym i wyczerpujgcym

wywodem celu pracy.

Jako model oksydacyjno-redukcyjny zastosowano zdolnoéé utleniania deoksyrybozy przez
nadtlenek wodoru w obecnosci jonéw Fe?* (system generujacy rodnik hydroksylowy) oraz
test FRAP (Ferric Reducing Ability Power) — mierzacy aktywnoé¢ danego zwiazku do redukcji
jonéw Fe®* do Fe? .Autor postawit sobie takie za cel analize wtasciwosci pro i
antyoksydacyjnych w zaleznosci od budowy chemicznej poszczegdlnych polifenoli. Oceniono

17 zwigzkow tego typu.

Zwracam takze uwage na bezcenny element oceny naturalnie wystepujacych polifenoli,
jakimi byto zastosowanie wyciggu z jabtek oraz oczyszczonej kwercetyny jabtkowej.
Wykazano, ze polifenole koryguja FRAP oceniany jako redukcja Fe*' na zasadzie reakcji
dawka — odpowiedz. Przy zastosowaniu stezen mierzonych w umol/l najwyzsze wartosci pod
tym wzgledem wykazywat kwas askorbinowy. Bardzo ciekawe wyniki, o podobnych
wtasciwosciach dawka — odpowiedz daje ocena wptywu na FRAP wyciggu jabtkowego oraz
oczyszczonych glikozydow kwercetynowych. Sposréd 7 polifenoli uzytych do oceny FRAP
osocza zaden nie wptywat na redukcje zelaza w zastosowanych stezeniach 0.1. do 0.2 pmol/I.
Jednakze mieszanina tych czynnikdw w stezeniu 0.2 pmol/l znaczaco podniosta wartosé
FRAP. Warto zwrdci¢ uwageg, ze kwas askorbinowy w stezeniach 0.5 pmol/l znaczaco podnosi

wartosc¢ FRAP.

Hamowanie utlenienia deoksyrybozy w tym modelu wskazuje na zdolno$é danego zwiazku
do zmiatania rodnika hydroksylowego lub hamowanie jego tworzenia w reakcji Fentona. W
tym eksperymencie tylko 5 sposréd 17 testowanych (w steZzeniu bardzo wysokim, bo
wynoszacym 10 pmol/l) polifenoli i ich metabolitow wykazywato wiaéciwosci
antyoksydacyjne — hamowato utlenienie deoksyrybozy. W tych warunkach najwyisze

prooksydacyjne dziatanie cechowato kwas askorbinowy.

Autor przeprowadzit ciekawg analize pro i antyoksydacyjnych wtasciwosci polifenoli na tle

hamowania lub zwigkszania utleniania deoksyrybozy stwierdzajac, ze decyduje o tym liczba



grup OH, obecnos¢ pierscienia katecholowego oraz grup karboksylowych przy pierscieniu
katecholowym, a takze liczba podwdjnych wigzar. Korelacja z liczbg grup OH a natezeniem
hamowania utleniania byta ewidentna. W modelu wielowariantowym regresji wielko$¢ FRAP

korelowata z obecnoscia pierscienia katecholowego.

W ciekawej dyskusji Autor prébuje dokonaé analizy znaczenia biologicznego polifenoli
wskazujac na ich, z jednej strony wysoce prawdopodobny wptyw prozdrowotny, z drugiej na

niepetng zaleznosé wptywu na FRAP w warunkach in vivo.

Sposréd zastosowanych czynnikéw tylko 5 polifenoli lub ich metabolitéw wykazato hamujacy

wptyw na utlenianie deoksyrybozy, reszta dziatata pro-oksydacyjnie.

Analiza chemiczna ukazuje, ze im wyzsza liczba grup OH tym wyzsze wihaéciwodci
antyoksydacyjne. Elementy strukturalne polifenoli odpowiadajg za dekompozycje nadtlenku
wodoru w reakcji Fentona. Grupy OH s3 odpowiedzialne za efekt zmiatania rodnika
hydroksylowego. Moina zatozy¢, ze wiasciwosci prooksydacyjne (podwyiszenie utleniania
deoksyrybozy) korelujg z wysokim FRAP, a zatem kwas askorbinowy z punktu widzenia
zdrowia wykazuje w wyiszych stezeniach cechy najbardziej podejrzane o szkodliwo$é. Jednak

innych 7 czynnikdw, w tym kwercetyna i katechina nie wptynety na FRAP.

Trudno ocenic catkowity bilans anty i prooksydacyjnych polifenoli in vivo, gdyz stezenia tych
czynnikéw w surowicy sg wielokrotnie nizsze niz w przewodzie pokarmowym. Z drugiej
jednak strony wtasciwosci buforujgce tak zwanych sokéw trawiennych w biezacym badaniu
nie zostaty ocenione. Zwracam takze uwage na mozliwo$¢ wspétdziatania wielu polifenoli,
zaréwno w przewodzie pokarmowym oraz wzajemnych interakcji podczas przechodzenia
przez jelito, jak i w surowicy. To jest takze moje pytanie do doktoranta, gdyz jako klinicysta
jestem przede wszystkim zainteresowany sumarycznym efektem biologicznym polifenoli.
Pragne zatem jeszcze raz podkredli¢, ze zastosowanie wyciggu owocowego w bieigcym

dodwiadczeniu uwazam za wyjgtkowo cenne.
Whnioski z pracy sg wyczerpujgce i przedstawione jasno.

Przedstawiong mi do recenzji dysertacje oceniam jako wywiedziong w samo sedno,

perfekcyjna od strony merytorycznej i doskonale udokumentowana.



Wnoszg zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o
dopuszczenie doktoranta do dalszych etapéw postepowania o nadanie tytutu doktora nauk

medycznych oraz o wyrdznienie tej wybitnej pracy.




