U Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
Katedra i Zaklad Chemii Klinicznej i Diagnostyki Laboratoryjnej

Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej w Sosnowcu

ul. Jednosci 8, 41-200 Sosnowiec

tel. +48 (32) 364 11 50 | fax.+48 (32) 364 11 57

e-mail: chem_klin@sum.edu.pl | www.sum.edu.pl

Sosnowiec, 22.08.2015

Recenzja rozprawy doktorskiej
p.t.: ,,Stres oksydacyjny u kobiet w ciazy powiktanej cukrzyca”,
wykonanej przez mgr Urszule Grudzien,
pod kierunkiem Pana Profesora dr hab.n.med. Bogdana Solnicy,
w Zaktadzie Diagnostyki Katedry Biochemii Klinicznej, Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum.

Rozwazania, dotyczace destrukcyjnej sity nasilonych reakcji wolnorodnikowych oraz
skomplikowanej kontroli przebiegu tych reakcji z udzialem zlozonych systeméw
antyoksydacyjnych w przebiegu wielu proceséw fizjologicznych i patologicznych, pozostaja
w kregu nieustannych zainteresowan naukowych. Wiele uwagi poswiecono dotad roli stresu
oksydacyjnego w patogenezie i rozwoju powiklan naczyniowych cukrzycy. Nieliczne badania
kliniczne dotycza oceny nasilenia proceséw wolnorodnikowych i zaburzen systemu
antyoksydacyjnego u kobiet z cukrzyca cigzowa. Niezaleznie od typu cukrzycy, metaboliczne
zaburzenia, poczatkowo dotyczace gospodarki weglowodanowej, sa glownym czynnikiem
prowadzacym do dysfunkcji sroédblonka oraz powstania i progresji cukrzycowych powiktan
naczyniowych. Mechanizmy biochemiczne, poprzez ktére hiperglikemia prowadzi do
strukturalnych i funkcjonalnych zmian naczyniowych, obejmuja zaburzenia szlaku
sorbitolowego, aktywacje endoteljalnej cyklooksygenazy, wzmozona glikacj¢ bialek oraz
nasilong aktywno$¢ kinazy biatkowej C. Uwarunkowane hiperglikemig zaburzenia czynnosci
$rodblonka w przebiegu cukrzycy w znacznej mierze uwarunkowane sg dziataniem
reaktywnych form tlenu (RFT). Wiadomo, iz RFT odgrywaja role juz we wezesnych stadiach
schorzenia, prowadzac do uposledzenia funkeji wydzielniczej komérek B wysp trzustki i/lub
rozwoju insulinoopornosei. Zwazywszy ponadto, iz hiperglikemia w ciazy i rozwijajacy sie
stres oksydacyjny sa istotnym czynnikiem rozwoju powiklan potozniczych zaréwno u matki,
jak i rozwijajacego sie¢ plodu, wybor tematu ocenianej pracy i sformutowanie zagadnienia
badawczego uwazam za prawidlowe, niezwykle istotne i zgodne ze wspdlczesnymi
tendencjami badan.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa obejmuje 75 stron druku komputerowego, w
tym 20 tabel i 3 ryciny. Napisana jest zgodnie z przyjetym dla rozpraw doktorskich
schematem i zawiera Wstep, Zalozenia i cel pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusje¢ i
Whnioski, Pismiennictwo, Spis tabel i rycin, Streszczenie — w polsko- i anglojezyczne] wersji,
7as otwiera ja Spis tresci oraz Wykaz skrotow, ulatwiajaey lekture rozprawy. Pismiennictwo
obejmuje 136 pozycji, prawidlowo wykorzystanych w tekscie pracy.

Wstep stanowi zwarty, opracowany w oparciu o 87 pozycji zrodtowych, rozdzial, w
ktorym zostaly zamieszczone informacje dotyczace aktualnie obowiazujacych kryteriow
rozpoznania i klasyfikacji stanow hiperglikemii u kobiet ciezarnych oraz patogenezy
cukrzycy ciagzowej. W skroconej i okrojonej nieco formie omowiono charakterystyke i zrodla
reaktywnych form tlenu, mechanizmy antyoksydacyjne i zalezne od hiperglikemii
mechanizmy nasilonej syntezy reaktywnych form tlenu, umiejetnie wiazac jednak stres



oksydacyjny i biochemiczne mechanizmy nadmiernej generacji RFT z patomechanizmem i
rozwojem cukrzycy ciazowej. Lektura ostatniego rozdziatu Wstepu dowodzi, iz Doktorantka
posiada umiejetno$¢ wyboru tych elementow, ktore bezposrednio wiaza si¢ z tematyka Jej
rozprawy doktorskiej

Celem niniejszej pracy byla kompleksowa, wieloparametrowa ocena réwnowagi
prooksydacyjno-antyoksydacyjnej u kobiet w ciazy powiklanej cukrzyca, przebiegajaca z
umiarkowang hiperglikemia. Analizy tej dokonano w oparciu o
a. pomiar stgzenia reaktywnych zwiazkéw karbonylowych osocza, bedacych wyktadnikiem

obecnosci stresu oksydacyjnego, a zarazem wskaznikiem oksydacyjnej modyfikacji

biatek,
b. oceng enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksydantow osocza,
poddajagc takze analizie zaleznos¢ pomiedzy wspomnianymi wskaznikami stresu
oksydacyjnego i obrony antyoksydacyjnej. a markerami wyrownania gospodarki
weglowodanowej i obecnosci stanu zapalnego. Istotnym elementem ocenianej pracy byla
takze analiza wplywu suplementacji Zelazem w kontekscie zmian aktywnosci i stezenia
ocenianych parametrow obecnosci stresu i zaburzen potencjatu przeciwutleniajacego ustroju
badanych kobiet.
Brak w celu pracy sformutowania dotyczacego badanego wpltywu poziomu peptydu C, jako
parametru sluzacego do okreslenia endokrynnej czynnosci komérek B wysp trzustki . na
oceniane parametry uktadu prooksydacyjno-antyoksydacyjnego.

Badaniami objeto 52 pacjentki w drugim i trzecim trymestrze ciazy z rozpoznana

cukrzyca cigzowa oraz 36 zdrowych kobiet cigzarnych, spelniajgcych okre$lone kryteria
wlaczenia do badan. Nalezaloby w tej czeéci pracy doprecyzowaé, czy kobiety cigzarne
zakwalifikowane do badan stanowiacych cel niniejszej pracy stosowaly suplementy
wielowitaminowe, zawierajgce substancje o dzialaniu przeciwutleniajacym, co mogloby
interferowa¢ w uzyskane wyniki badan. Podobne kwestia dotyczy kwasu foliowego, ktory
rowniez posiada wlasciwoséci antyoksydacyjne, a ktérego suplementacja — jest zalecana w
celu prewencji rozwoju wad otwartych osrodkowego uktadu nerwowego.
Podkreslania wymaga takze fakt, iz prawie polowa pacjentek z grupy chorych na cukrzyce
cigzowa przyjmowata insuling. Okreslenie wplywu dodatkowej zmiennej: leczenie
insuling(tak/nie) w modelu regresji logistycznej, bylby interesujacym uzupenieniem
niniejszej dysertacji. zwazywszy, iz w literaturze dostgpne sa dane na temat wplywu insuliny
na réwnowage oksydacyjno-antyoksydacyjna w warunkach in vivo. Hiperinsulinemia okazala
sig nasila¢ wytwarzanie rodnika ponadtlenkowego w mechanizmie zaleznym od NADPH. Z
drugiej jednak strony badania eksperymentalne wykazaly, iz insulina obniza
wewnatrzkomérkowy  potencjal  oksydacyjny nasilajac, wytwarzanie zredukowanego
glutationu.

W dalszej czesci rozdziatu Material i metody opisano zastosowane w pracy metody
badawcze oraz wybrane metody analizy statystycznej. W lekturze tej czg$ci opracowania
zastanawia fakt dlaczego aktywno$¢ enzyméw nalezacych do jednych z najwazniejszych
wewnatrzkomoérkowych mechanizméw antyoksydacyjnych tj peroksydazy glutationowej i
wspoldzialajgcej z nig reduktazy glutationowej - oceniano w osoczu, nie zag w hemolizatach
krwinkowych, w ktérych oceniano przeciez stezenie zredukowanego glutationu. Zasadniczym
zadaniem obydwu enzymow jest utrzymanie wlasciwego potencjatu oksydoredukeyjnego w
koméree i ochrona grup tiolowych biatek przed utlenieniem. Co prawda zaréwno peroksydaza
jak i reduktaza glutationowa obecne sg takze w osoczu, jednak ich ,obronna” funkcja
przestrzeni pozakomorkowej nie jest do konfca oczywista ze wzgledu na niskg zawartosé
glutationu i innych potencjalnych substratow tiolowych w tym $rodowisku.



Wyniki rozprawy przedstawiono w rozdziale 5 i zebrano w 12 tabelach oraz

zilustrowano na 3 rycinach. Wyniki badan, stanowigcych przedmiot powyzej rozprawy,
dokumentujgce nasilenie aktywnosci procesow wolnorodnikowego utleniania bialek oraz
zaburzenia potencjatu antyoksydacyjnego plynu pozakomérkowego, w przebiegu cukrzycy
wiklajacej cigze — wskazaly na zaklocenie rownowagi proceséw oksydacyjno-
antyoksydacyjnych u badanych kobiet. Nie wykazano natomiast wplywu suplementacji
preparatami Zelaza na poziom markeréw stresu oksydacyjnego. Nie stwierdzono takze
istotnego wzrostu st¢zenia CRP, ani jego zwigzku z markerami stresu oksydacyjnego u kobiet
z cukrzycg cigzowa.
Zastanawiaja wyniki niniejszej pracy wskazujgce na istotne statystycznie wyzsze stezenia
fruktozaminy u zdrowych cigzarnych, w poréwnaniu z warto$ciami stwierdzonymi u
wpacjentek diabetologicznych”. Frukozamina - jako glikowana albumina zasadniczo, ale tez
IgG osocza- jest zwykle obecna w wyzszych stezeniach u chorych z cukrzyca. Jak wyjasnia
Autorka pracy w rozdziale Dyskusja, w przebiegu cigzy dochodzi do obnizenia stezenia
albuminy w osoczu, co wynika ze wzrostu objetosci plynu pozanaczyniowego i
wewngtrznaczyniowego. Moze to by¢ zasadnicza przyczyng zmniejszenia stezenia
fruktozaminy w surowicy kobiet z grupy badanej. Zasadnym byloby zatem wykonanie
obliczen korygujacych wartoé¢ fruktozaminy, uwzgledniajac stezenie biatka catkowitego w
osoczu.

Omowienie wszystkich wynikow na tle opublikowanych dotychczas danych
literaturowych zaprezentowano w rozdziale Dyskusja, ktéra jest jednoczesnie najlepsza
czescig ocenianej dysertacji. Doktorantka kompetentnie i wyczerpujaco, oraz zachowujgc
krytycyzm naukowy, konfrontuje uzyskane wyniki z danymi z pi$miennictwa. Obok
podobienstwa niektorych wynikow. Autorka nie waha si¢ uwzglednia¢ w dyskusji rowniez
tych wynikéw, ktére sa odmienne od otrzymanych, i probuje to wyjasnia¢. Uwazam, ze
dyskusja jest merytoryczna, rzeczowa i $wiadezy o dojrzalosci naukowej Doktorantki.
Dyskusj¢ koncza wnioski, ktore odpowiadaja na pytania postawione w celu pracy.

W tekscie pracy znajduja si¢ pewne drobne bledy/niescistosci, na ktére z obowigzku

recenzenta chcialabym zwréci¢ uwage:

Str10i 14
- Zapis anionorodnika ponadtlenkowego prawidiowo powinien przedstawia¢ sie jako
02", co oznacza ze czasteczka jest wolnym rodnikiem ° (z jednym niesparowanym
elektronem) i anionem - (ze wzgledu na wypadkowy tadunek ujemny spowodowany
posiadaniem dodatkowego elektronu

Str 12
- Szlak pentozomonofosforawy - powinno byé Szlak pentozomonofosforanowy (szlak
heksozomonofosforanowy)

Str 29
- Podano btedny skrot dinitrofenylohydrazyny DNTB zamiast - DNPH

Str 30
- opisujge zastosowane metody statystyczne nie wymieniono zastosowanej w pracy
analizy regresji logistycznej wstecznej

Str 33
- czy prawidlowo podano w tabeli 11 warto$¢ wspdtezynnika korelacji, opisujacego
istotng statystycznie zalezno$¢ migdzy stezeniem fruktozaminy, a aktywnoscia
peroksydazy glutationowej osocza (r =-0.0074; p=0.016)?

Str 34,35,36
- okredlenie Rysunek 1,2 1 3 nalezaloby zmieni¢ na Rycina 1,21 3.

Str 55-68



- nalezaloby ujednolici¢ sposob redakcji poszezegdlnych pozycji pismiennictwa,
szczegolnie nazw czasopism. W poz. 2, 24, 36,48 — brak roku publikacji.

Podsumowujae, rozprawa doktorska pt. ,Stres oksydacyjny u kobiet w cigzy powiklanej
cukrzycg” wykonana przez mgr Urszule Grudzieh jest oryginalnym opracowaniem
naukowym, ukazujgcym w  sposob  kompleksowy oceng stanu  prooksydacyjno-
antyoksydacyjnego ustroju kobiet w cigzy powiklanej cukrzyca, jak réwniez analize
wspdlzaleznosci migdzy procesami wolnorodnikowymi i przeciwutleniajacymi, a stanem
zapalnym, insulinoopornoscia i suplementacjg zelazem.

Praca dotyczy oryginalnego i aktualnego problemu badawczego i spelnia wymogi formalne
stawiane pracom na stopien naukowy doktora. Przedstawiam Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium Medicum wniosek o
dopuszczenie mgr Urszuli Grudzien do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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