Krakow, 2 wrzesnia 2015

Ocena pracy doktorskiej mgr Urszuli Grudzien pt. ,.Stres
oksydacyjny u kobiet w cigzy powiklanej cukrzyca™

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Grudzien jest
problem rozwoju i nasilenia stresu oksydacyjnego u kobiet, u ktérych
doszlo do rozwoju cukrzycy ciazowej. Hiperglikemia w ciazy zwieksza
ryzyko wystapienia powiktan u cigzarnej, jak i rozwijajacego sie plodu,
rzutuje na dalszy rozwdj dziecka w okresie poporodowym. Jest to wazny
problem kliniczny, tym bardziej, ze czgstosé zaburzen glikemii u
cigzamych moze dotyezyé, w zaleznosci od populacji, nawet 14%
cigzarnych. Stres oksydacyjny jest stanem zaburzenia réwnowagi
pomiedzy tworzeniem wolnych rodnikéw tlenowych, a ich eliminacja.
Jest wigc wynikiem zwigkszonej produkcji wolnyeh rodnikéw i/lub
zmniejszonej wydolnosci  mechanizmow  antyoksydacyjnych. W
prezentowanej rozprawie Autorka oceniata stopien zaburzen gospodarki
weglowodanowej i réwnowagi oksydacyjnej u pacjentek z cukrzyca
cigzowg w poréwnaniu do wartosci obserwowanych u kobiet w
fizjologicznej ciazy. Przeprowadzone przez Autorke badania mialy
réwniez na celu okreslenie wplywu podawania cigzamnym zwigzkow
zelaza na rozwdj stresu oksydacyjnego, jak tez wykrycie ewentualnych
zaleznosci pomigdzy wartosciami wskaznikéw stresu oksydacyjnego, a
markerami rozwoju stanu zapalnego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 75 stron,
zawiera 3 ryciny i 20 tabel. Pierwsza tabela jest umieszczona we wstepie
i przedstawia aktualne kryteria rozpoznania i klasyfikacji cukrzyey w
cigzy. Nastgpne 7 tabel znajduje si¢ w rozdziale ,,Material i metody”.
Dwie z nich przedstawiajg charakterystyke bioracych udzial w badaniach
pacjentek z cukrzycy cigzowy i charakterystyke grupy kontrolnej, ktorg
tworzyly pacjentki w cigzy o fizjologicznym przebiegu. Cztery tabele

przedstawiaja procedury wykonanych oznaczer biochemicznych, a
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ostatnia tabela umieszczona w rozdziale ,Material i metody™ jest zbiorczg tabelg dotyczaca
badanych parametrow i wartosci referencyjnych dla tych parametréw. Wyniki badan i ich
opracowanie statystyczne zostaly przedstawione w formie kolejnych 12 tabel i 3 rycin.
Pismiennictwo jest obszerne, zawiera 136 pozycji. Dobor eytowanych prac jest prawidiowy i
odpowiada aktualnej wiedzy w dziedzinach laczacych si¢ z zakresem przeprowadzonych
badan. Sposob przedstawienia pozycji pismiennictwa odpowiada ogélnie przyjetym zasadom.

Struktura pracy jest prawidtowa i odpowiada typowej konstrukeji rozpraw doktorskich.
Praca zostala podzielona na dwanascie rozdzialéw, Pierwszy rozdzial stanowi wykaz
uzywanych skrétéw. Wstep jest obszerny, podzielony na cztery podrozdziaty, w ktérych
Autorka przedstawita problem hiperglikemii i stresu oksydacyjnego w cigzy.

W trzecim rozdziale rozprawy mgr Urszula Grudzien przedstawita zalozenia i cel pracy
w postaci 5 punktow.

W kolejnym, czwartym rozdziale pracy Autorka przedstawila material i metodyke
badan. Badania zostaly przeprowadzone z udzialem 88 ciezarnych. Grupe badang stanowily
52 pacjentki ze zdiagnozowana z cukrzycg ciazowa, a pozostale 36 pacjentek bylo w ciazy o
fizjologicznym przebiegu i tworzyly one grupe kontrolng. Cigzarne z grupy badanej i
kontrolnej nie réznity si¢ migdzy soba pod wzgledem wieku, ilosci przebytych ciaz, wzrostu
oraz wskaZznika masy ciala. Udziat w badaniu byl dobrowolny, pacjentki zostaly
poinformowane o istocie badan i wyrazity pisemna zgode na swéj udzial w tych badaniach.
Nastepnie w rozdziale ,Material i metody” zostal dokladnie opisany sposéb pobierania i
przechowywania materialu do oznaczen laboratoryjnych, parametry, ktére w tym materiale
byly oznaczane i i metodyka ich wykonania. Ostatnia cze$é rozdziatu ,Materiat i metody”
stanowi opis uzytych metod analizy statystycznej.

Rozdziat ,,Wyniki” Autorka opracowala starannie. W pierwszej czesci tego rozdziatu
zostala przedstawiona ocena statystyczna charakterystyki demograficznej i klinicznej grupy
badanej i kontrolnej. Nastgpnic Autorka dokonata analizy statystycznej pozioméw
wskaznikow stresu oksydacyjnego i wyréwnania gospodarki weglowodanowej oraz stezenia
biatka C-reaktywnego, jako wykladnika stanu zapalnego. Ponadto zostala przeprowadzona
ocena korelacji wskaznikéw stresu oksydacyjnego ze stezeniem glukozy, fruktozaminy i
stezeniem peptydu C w surowicy pacjentek z cukrzyca cigzows i pacjentek bedacych w cigzy
o fizjologicznym przebiegu. W koncowej czgéci rozdziatu ,,Wyniki” mgr Urszula Grudzien
przedstawita charakierystyk¢ modeli regresji i modele regresji logistycznej dla grupy badanej

i kontrolnej.



W dyskusji, po krotkim wprowadzeniu dotyczacym aktualnej klasyfikacji zaburzef
gospodarki weglowodanowej w cigzy, Autorka przedstawila uzyskane wyniki i podjeta prébe
wytlumaczenia ich znaczenia oraz mechanizméw prowadzacych do rozwoju obserwowanych
zmian. Przedyskutowala znaczenie aktywnosci peroksydazy i reduktazy glutationowej oraz
glutationu w regulacji réwnowagi oksydacyjnej ustroju i zinterpretowata obserwowany przez
nig spadek aktywnosci tych dwoch enzyméw u pacjentek z cukrzycg cigzowa. Uzyskane, w
trakcie przeprowadzonych badan, wyniki Autorka poréwnata z wynikami uzyskanymi przez
innych autoréw i prawidlowo starata si¢ znalez¢é wytlumaczenie wystgpujacych rozbieznosci.
W szczegblnosei dotyczylo to obserwowanego przez Autorke obnizonego poziomu
fruktozaminy u pacjentek z cukrzyca ciazowa.

Obserwacje dokonane w wyniku przeprowadzonych badan mgr Urszula Grudzien
podsumowata w postaci szesciu wnioskow: (1) ,,U kobiet z cukrzycg cigzowa nie stwierdzono
Zmian poziomu nieenzymatycznych antyoksydantéw osocza oraz krwinek czerwonych,
odzwierciedlanego przez FRAP i stezenie GSH, natomiast wykazano znamienne obnizenie
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w surowicy, co wskazuje na zmniejszenie obrony
antyoksydacyjnej w GDM, nawet dobrze wyréwnanej metabolicznie.”; (2) ..U kobiet z GDM
stwierdzono znamiennie wigksze stgzenia reszt karbonylowych, co wskazuje, ze u kobiet w
cigzy powiklanej cukrzyca, nawet dobrze wyréwnang metabolicznie, glikooksydacja biatek
jest bardziej nasilona, co moze powodowa¢ dalsza generacje RFT, a w konsekwencji
zaburzenie réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej.”; (3) ,,W badanej grupie kobiet z
GDM nie stwierdzono istotnego wzrostu stezenia CRP w surowicy, ani jego zwigzku z
markerami stresu oksydacyjnego.”; (4) ,,Zwigzek pomiedzy markerami stresu oksydacyjnego
i stezeniem peptydu C w osoczu, stwierdzony jedynie w kontrolnej grupie zdrowych
ciezarnych, moze wskazywa¢ na wplyw insulinooporno$ci na réwnowage oksydacyjno-
antyoksydacyjna.”; (5) ,,Nie wykazano wplywu suplementacji preparatami Zelaza na poziom
markeréw stresu oksydacyjnego w badanych grupach kobiet z GDM i zdrowych cigzarnych.”;
(6) .,Cukrzyca cigzowa, nawet dobrze wyréwnana metabolicznie, przebiega z zakidceniem
réwnowagi procesow oksydacyjno-antyoksydacyjnych.”

Do pracy zostaly tez dolaczone spisy rycin i tabel, a takze dwa streszczenia, jedno w
Jjezyku polskim, drugie w jezyku angielski.

Nalezy stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr Urszuli Grudzien ma charakter
nowatorski i stanovﬁ' kolejny krok w okresleniu patomechanizméw bioragcych udzial w
rozwoju niekorzystnych nastepstw hiperglikemii w cigzy ze szczegélnym zwroceniem uwagi

na zaburzenia réwnowagi oksydacyjnej ustroju. Zakres przeprowadzonych badan i



zaprezentowane wyniki sa w pelnej zgodnosci z tytulem pracy. Lektura pracy wskazuje na

uzyskanie przez Doktorantk¢ znacznej bieglo$ci w warsztacie naukowym i recenzent

stwierdza z pelnym przekonaniem, e nie ma istotnych uwag krytycznych moggcych

podwazyé wartosé rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Grudzien.

Do obowiazkéw recenzenta nalezy tez przedstawienie ewentualnych bledéw i

nieprawidlowosci. W przypadku rozprawy doktorskiej Mgr Urszuli Grudzien sprowadza si¢

to do nastepujacych drobnych niedoskonatosci:

1.

Strona 9, linia 21-22. Autorka pisze: ,,Nie jest do konca jasne, dlaczego u czesci kobiet
zaburzenie wrazliwosci tkanek i komérek B trzustki na insuline skutkuje wystapieniem
cukrzycy”. WypowiedZ t¢ nalezy uznaé za przejezyczenie poniewaz w przypadku
komoérek B obserwowany jest spadek wrazliwosci na glukoze, natomiast spadek
wrazliwosci na insuling prowadzilby do zwigkszenia uwalniania insuliny przez

komorki B, co zapobiegatoby wystapieniu hiperglikemii.

. Przeprowadzone przez Autorke badania wykazaly, Zze u pacjentek z cukrzyca ciazowa

dochodzi do spadku aktywnosci peroksydazy glutationowej (strona 32, Tabela 10).
Nalezy jednak stwierdzi¢, ze aktywno$¢ peroksydazy glutationowej zostata oznaczona
metodg posrednig. Powstajgcy w wyniku aktywno$ci peroksydazy glutationowej
utleniony glutation podlegal nastgpnie redukcji do formy zredukowanej przy udziale
reduktazy glutationowej z jednoczesnym wytworzeniem NADP. Z drugiej strony
Autorka wykazala, Ze u pacjentek z cukrzyca wystepuje spadek aktywnosci reduktazy
glutationowej. Ta zmiana moze rzutowa¢ na uzyskane wyniki aktywnosci
peroksydazy glutationowej przy zastosowaniu uzytej metodyki. Problem ten powinien
by¢ podjety i omowiony w dyskusji pracy.

Autorka oceniala stopien wyrownania glikemii poprzez oznaczanie poziomu
fruktozaminy. Jak shusznie zauwazyla, w dyskusji poziom fruktozaminy zalezy od
glikemii, ale tez od stg¢zenia albumin w osoczu. Dlatego tez wskazane byloby
wyrazenia stgzenia fruktozaminy w przeliczeniu na g albumin, co pozwoliloby
zniwelowaé wplyw wahan stgzenia albuminy na ten parametr. Ponadto wskazane

réwniez byloby oznaczenie poziomu glikohemoglobiny.

. Dos¢ liczne bledy literowe i korektorskie. Przyktadowo: strona 13 pomiedzy drugim a

trzecim paragrafem; strona 15 linia 1 i 7 7 od dotu; strona 17 linia 19, strona 20,
Tabela 2, podpis drugiej kolumny itd.

Sposéb przedstawienia bibliografii zalezy od decyzji Autora, ale powinien by¢
Jjednakowy w przypadku wszystkich pozycji. W ocenianej rozprawie w czgsci pozycji



po nazwisku postawiony jest przecinek, w pozostatych go nie ma. W przypadku
pozycji 2 i 6 brak roku publikacji.
Podsumowujgc recenzje rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze przedlozona
rozprawa spelnia wszelkie formalne i zwyczajowe wymogi stawiane pracom doktorskim.
Wobec powyzszego z pelnym przekonaniem przedkladam Wysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum wniosek o

dopuszczenie magister Urszuh Gru

gy

Dr hab. Zygmunt Warzecha, prof. UJ

ien do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




