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Recenzja pracy doktorskiej mgr Agaty Franczyk pt. ,Wptyw witaminy D i jej metabolitu na
gospodarke mineralng, cisnienie tetnicze i parametry Sciany naczyn”.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy wptywu witaminy D na uktad sercowo-naczyniowy.
Powstajgca w skorze lub absorbowana z przewodu pokarmowego witaminy D jest transportowana
do watroby, gdzie pod wptywem 25-hydroksylazy przeksztatca sie w 25-OH witamine D (25(OH)D;
cholekalcyferol). Aktywny metabolit witaminy D — 1,25(0OH)2D (kalcytriol) powstaje w wyniku
dziatania 1-a-hydroksylazy, gtdbwnie w nerkach, ale takze w mniejszych ilosciach w innych tkankach i
komoérkach organizmu (miedzy innymi: ptucach, jelicie grubym, miesniach gtadkich naczyn
krwionosnych, kardiomiocytach, monocytach i makrofagach). Hydroksylacja przy 24 atomie wegla w
czgsteczce powoduje powstanie biologicznie nieaktywnej formy witaminy D - kwasu
kalcytroinowego, usuwanego z organizmu z zéfcig i moczem.

Witamina D wptywa na metabolizm tkanki kostnej (utrzymuje homeostaze fosforanowo-wapniows,
regulujgc wzrost i ksztattowanie kosci), uktad pokarmowy (zwieksza wchtanianie wapnia i
fosforandéw), nerki (zwieksza zwrotna resorpcje jondw Ca2+), przytarczyc (hamuje wydzielanie
parathormonu), komérek B trzustki (zwieksza wydzielanie insuliny) czy uktad immunologiczny
(hamuje synteze makrofagdéw, komorek NK oraz cytokin prozapalnych).

Kalcytriol oddziatuje takze na uktad sercowo-naczyniowy zaréwno bezposrednio, jak i posrednio.
Dziatanie bezposrednie — poprzez aktywacje jagdrowego receptora VDR, zwigzane jest z wptywem na
aktywnos¢ uktadu renina-angiotensyna-aldosteron, uktadu wspéfczulnego, na procesy zapalne i
uktad krzepniecia krwi. Posrednie dziatanie witaminy D, tzw. pozareceptorowe jest duzo szybsze, i
zwigzane miedzy innymi ze: stymulacja naptywu jonédw Ca** do cytozolu, otwarciem kanatéw
chlorkowych, aktywacjg cyklazy guanylanowej, kinazy biatkowej C (PKC) i kinazy aktywowanej przez
mitogeny (MAPK). Witamina D wptywa posrednio na metabolizm glukozy, lipidéw, a takze na
ci$nienie tetnicze.

Od kilku juz lat trwajg badania nad wptywem witaminy D na uktad sercowo-naczyniowy, jednak
dotychczasowe wyniki sg niejednoznaczne. Doktorantka w ramach rozprawy doktorskiej podjeta
préobe poszukiwania wspotzaleznosci pomiedzy stezeniem witaminy D - 25(0OH)D w surowicy krwi,
wydalaniem kwasu kalcytroinowego w moczu a parametrami gospodarki mineralnej, cisnieniem



tetniczym, parametrami struktury Sciany naczyn w populacji oséb z regionu krakowskiego. Badania
te wpisujg sie w aktualne Swiatowe nurty badawcze.

Przeprowadzone badania potwierdzity niedobdr witaminy D u 261 oséb w populacji oséb z regionu
krakowskiego. Nie podano jednak jaki to procent badanej populacji. Nizsze stezenie witaminy D w
osoczu korelowato z wyzszym wskaznikiem BMI i wiekszg zawartoscig tkanki ttuszczowej w
organizmie, co zostato takze wykazane wczesniej przez innych badaczy.

Niewatpliwie najciekawszym i unikatowym wynikiem prowadzonych badan jest oznaczenie stezenia
kwasu kalcytroinowego w moczu i skorelowanie tego stezenia z parametrami czynnosci uktadu
sercowo-naczyniowego. Srednie wydalanie kwasu kalcytroinowego z moczem w badanej populacji
wynosito 16.8 + 36.9 ug/24h i co jest szczegdlnie interesujgce, wydalanie to jest wyzsze u oséb z
nadcisnieniem tetniczym.

Ponadto, zaobserwowano kilka ciekawych zaleznosci pomiedzy metabolizmem witaminy D a

oznaczanymi parametrami cisnienia tetniczego i parametrami struktury sciany naczynia, takich jak:

1) Dodatnig korelacje pomiedzy skurczowym cisnieniem tetniczym (catodobowym, jak réwniez z
dnia i nocy), a stosunkiem wydalania kwasu kalcytroinowego z moczem do stezenia witaminy D
W 0soczu

2) Dodatnig korelacje pomiedzy dobowym wydalaniem kwasu kalcytroinowego z moczem, a
gruboscig kompleksu infima-media tetnic szyjnych i wskaznikiem kostka-ramie

3) Ujemna zalezno$¢ pomiedzy stezeniem witaminy D w osoczu, a parametrem uszkodzenia
naczyniowego — wskaznikiem kostka-ramie.

4) Dodatnig korelacje pomiedzy stosunkiem wydalania kwasu kalcytroinowego z moczem do
stezenia witaminy D w osoczu, a dobowym wydalaniem jonu sodowego z moczem oraz
czastkowym wydalaniem jonu litowego (wskaznika resorpcji sodu)

5) Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem witaminy D w osoczu, a stezeniem mieloperoksydazy w osoczu.

Uzyskane zaleznosci wnikliwie przedyskutowano i poréwnano z wynikami uzyskanymi przez innych
badaczy przedstawionymi w swiatowym pismiennictwie naukowym.

Praca doktorska pod wzgledem redakcyjnym jest napisana poprawnie. Uktad pracy jest typowy, z
podziatem na wstep, materiaty i metody, wyniki i dyskusje, przy zachowaniu wtasciwych proporcji
poszczegblnych czesci. Drobne uwagi dotyczgce niedociggnie¢ poszczegélnych rozdziatéw zostaty
przedstawione w dalszej czesci. PiSmiennictwo cytowane przez Autorke, wigcznie z najnowszymi
doniesieniami, obejmuje 119 pozycji i jest umiejetnie dobrane oraz wtasciwie wykorzystane w pracy.

Autorka w swoich badaniach wykorzystuje zréznicowane metody badawcze. Poszczegdlne analizy
prowadzone byty w kilku osrodkach. W | Klinice Kardiologii i Elektrokardiologii Interwencyjnej oraz
Nadcisnienia Tetniczego przeprowadzono pomiary antropometryczne, pomiar zawartosci tkanki
ttuszczowej, pomiary ci$nienia tetniczego, badanie ultrasonograficzne tetnic szyjnych, badanie
aortalno-udowe] predkosci fali tetna, pomiar wskaznika kostkowo-ramiennego. Rutynowe badania
biochemiczne (morfologie krwi z rozmazem, stezenie kreatyniny, kwasu moczowego, CRP, glukozy,
insuliny, elektrolitéw, lipidogram oraz stezenie witaminy D (forme 25(OH)D) i parathormonu
przeprowadzono w Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej, a w Zakfadzie Biochemii Klinicznej
oznaczono parametry uktadu renina-angiotensyna-aldosteron oraz stezenie IL-6 i mieloperoksydazy.
W Zakfadzie Chemii Lekéw Katedry Chemii Farmaceutycznej oznaczono stezenie kwasu
kalcytroinowego, a w Pracowni Biopierwiastkow Zaktadu Bromatologii - stezenie litu. Doktorantka
nie zaznaczyta jednak, ktére oznaczenia wykonywata samodzielnie, a w ktérych uczestniczyta jako
obserwator lub ktére zostaty zlecone do wykonania, przez co trudno jest ocenié stopien
samodzielnosci mgr Agaty Franczyk w wykonywaniu tych badan.



Ogdlnie rozprawe doktorskiej oceniam jako dobrg, jednak mam kilka zastrzezen i pytan:

- Brak jest we ,Wstepie” opisu wynikow dotychczasowych badan dotyczgcych wptywu witaminy D na
uktad sercowo-naczyniowy. Bardzo tego brakuje, szczegdlnie do uzasadnienia przyjetych celéw
badawczych niniejszej rozprawy. Aspekt ten jest wspomniany dopiero w ,,Dyskusji”.

- Podobnie brak we ,Wstepie” informacji dotyczacych powigzania stezenia litu z witaming D czy
uktadem sercowo-naczyniowym. Problem ten jest poruszony dopiero w ,Dyskusji”, podczas gdy
powinien by¢ uwzgledniony we wstepie, zeby uzasadnié celowos¢ przeprowadzenia tych oznaczen.

- Niepotrzebnie w dwéch miejscach opisano budowe naczynia - na str. 26 ogdlnie, a na str. 29
bardziej kompletnie.

- Rola komérek srédbtonka jak i angiotensyny Il w uktadzie sercowo-naczyniowym i nadcisnieniu
zostaty potraktowane zbyt pobieznie (str. 31).

- Mam tez techniczng uwage dotyczgcg analizy z wykorzystaniem LC/MS. Standard wewnetrzny
powinien byé dodany przed ekstrakcjg probki, a nie dopiero po jej rozpuszczeniu bezposrednio przed
analiza. Nie jest tez jasny sposdb wykonania krzywej kalibracyjnej, czy byta wykonana w wodzie czy
matrycy. Obie te rzeczy mogty w znaczacy sposdb wptyngé na stezenie oznaczanego zwigzku.

- Skoro w badaniu uczestniczyty osoby z nadcisnieniem tetniczym, jak i osoby z prawidtowym
cisnieniem, dlaczego nie przeprowadzono wszystkich analiz z podziatem na te grupy badawcze.

- Tab. 8 str. 57 - czy dane dotyczace stezenia witaminy D w osoczu zostaty uzyskane w jednej czy w
réznych porach roku?

- Ryc. 10 str. 61 - czy dane dotyczace stezenie witaminy D w zaleznos$ci od miesigca pobrania byto
wykonane w kazdym okresie w tej samej grupie pacjentéw? Dlaczego nie podano wartosci SD badz
SEM? Znamiennos¢ statystyczna dotyczy jakiego okresu?

- Ryc. 11 str. 66 dlaczego nie podano liczby oséb badanych, a takze SD lub SEM dla wartosci
Srednich

- Str.75, 76, co oznacza sformutowanie ,wskaznik aktywacji pozanerkowej witaminy D”
Mam tez kilka uwag do strony redakcyjne;j:
- Str.11 — 25-hydroksywitamina D jest metabolitem a nie prekursorem.

- W rozdziale ,Wykaz najczesciej stosowanych skrétéw”:
— powinny by¢ wymienione wszystkie uzywane synonimy 25(0OH)D — 25-hydroksywitamina D,
kalcydiol, cholekalcyferol
- HPLC — to metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe] a nie wysokosprawnosciowej
- CRP — to biatko C-reaktywne (biatko z grupy biatek ostrej fazy)

. . . . . . . 3- .
- w organizmie fosfor nie wystepuje w stanie wolnym, lecz w formie anionu fosforanowego PO, i
dlatego poprawnie powinno sie uzywaé okreslenia — ,stezenie fosforanow”. W rozprawie
Doktorantka raz uzywa okreslenia fosfor, a w innym miejscu fosforan

- Str. 26 - w rozprawie doktorskiej pisanej w jezyku polskim powinno sie uzywac okreslenia komarki
srodbtonka, a nie endothelium.



- S$tr.43 - TQD jest potréjnym kwadrupolem, a nie podwdjnym (takiego aparatu nie ma).

- Str. 44, Tab. 3 - nie ma w spektrometrii masowej czego$ co zostato okreslone jako potencjat Cone’a
— jest natomiast potencjat stozka (ang. cone voltage)

Wymienione uwagi do ocenianej przeze mnie pracy w zadnej mierze nie umniejszajg jej wartosci
naukowej. Praca stanowi znaczacy wkifad w badania nad rolg witaminy D w uktadzie sercowo-

naczyniowym. Oceniana praca spetnia wszystkie kryteria pracy doktorskiej.

Whnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum o dopuszczenie mgr Agaty Franczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

Dr hab. n. med. Ewa Stominska



