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RECENZJA
rozprawy doktorskiej
lek. stom. Piotra Zukowskiego
pt.,,Wplyw suplementacji N-acetylocysteiny na stres oksydacyjny w gruczolach §linowych

w szczurzym modelu insulinooporno$ci”

Insulinoopornos¢ indukowana dieta bogatotluszczowa wplywa na wystapienie
destabilizacji w obrebie systemow antyoksydacyjnych gruczoléw $linowych podzuchwowych
1 przyusznych, prowadzac do utleniania biatek, lipidow i DNA. Wiaze sie to ze zmianami
morfologicznymi migzszu $linianek oraz zaburzeniami skladu iloSciowego i jako$ciowego
sliny. Egzogenny antyoksydant, N-acetylocysteina (NAC), funkcjonuje jako zmiatacz
wolnych rodnikéw, ale takze jest prekursorem glutationu. Dowiedziono, iz suplementacja N-
acetylocysteing prowadzi do aktywacji enzymow antyoksydacyjnych, przeciwdziata
rozwojowi stresu oksydacyjnego, zwigksza wrazliwos¢ tkanek obwodowych na insuling oraz
obniza stgzenie insuliny w surowicy szczuréw obcigzonych insulinoopornoscig indukowana
dietg bogatotluszczows.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi cykl dwdéch publikacji w jezyku
angielskim, jednej pracy oryginalnej opublikowanej w 2018 roku w ,,Oxidative Medicine and
Cellular Longevity” z punktacja Impact Factor wynoszacg 4,936 (MNiSW=30) oraz jednej
przegladowej zamieszczonej w ,,Archives of Oral Biology” takze w obecnym roku (IF=2,05;
MNiSW=30). Laczna punktacja IF cyklu prac to 6,986, natomiast MNiSW wynosi 60. We
wszystkich pracach Doktorant byt pierwszym Autorem z udziatem wlasnym szacowanym na
70-90%. Nalezy podkresli¢, iz dorobek naukowy Doktoranta obejmuje ponadto trzy prace,
ktore nie zostaly wiaczone do rozprawy doktorskiej (IF=8,838; MNiSW=100).



Dysertacja zostata napisana zgodnie z przyjetymi wymogami i liczy Iacznie 67 stron.
Obejmuje kolejno wykaz publikacji stanowigcych rozprawg doktorskg, podsumowanie
dorobku naukowego Doktoranta, wykaz stosowanych skrotéw i oznaczen, wstep oraz
omowienie prac sktadajacych si¢ na rozprawg, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
kopie dwoch opublikowanych prac stanowigcych rozprawe wraz z informacjami o
charakterze udziatu wspotautorow w publikacjach, a takze z szacunkowym okre$leniem
procentowego wkladu kazdego z nich i o$wiadczeniami o zgodzie na wykorzystanie
publikacji w rozprawie doktorskiej. Na koficu opracowania zamieszczono spis 97 pozycji
piSmiennictwa, w jezyku polskim i angielskim, wykorzystanych w dysertacji.

We wstgpie pracy, zawierajacym 11 stron, Doktorant wprowadzil czytelnika w
temat projektu badawczego opisujac szczegdlowo zagadnienia zwigzane z reaktywnymi
formami tlenu i stresem oksydacyjnym, peroksydacja lipidow, oksydacyjna modyfikacija
biatek oraz oksydacyjnym uszkodzeniem DNA, a takze przedstawit najwazniejsze informacje
dotyczace antyoksydantow.

Autor podkreslit w opracowaniu, iz jak dotad nie istnialy doniesienia oceniajgce
wplyw egzogennych przeciwutleniaczy, w tym takze N-acetylocysteiny, zaréwno na czynnosé
wydzielniczg jak i rownowage ,redox” gruczotéw slinowych w przebiegu insulinoopornoéci
indukowane;j dietg bogatothuszczowa. Stad tez zdaniem recenzenta wybor tematu rozprawy
przez Doktoranta jest w petni uzasadniony w aspekcie naukowym jak réwniez klinicznym.

Zalozenia i cele pracy zostaly jasno sformutowane przez Autora. Celem badan byto
oszacowanie wptywu suplementacji N-acetylocysteing na:

— zachowanie si¢ bariery antyoksydacyjnej $linianek szczuréw zywionych przez
osiem tygodni dietg bogatothuszczows, poprzez pomiar aktywnos$ci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy slinowej (Px), katalazy (CAT), stezenia
zredukowanego glutationu (GSH) i catkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej
(TAS),

— wystepowanie oksydacyjnych modyfikacji sktadnikow komorkowych $linianek
szczuréw zywionych dietg bogatottuszczowa poprzez pomiar stezenia
adduktéw 4-HNE z biatkami (4-HNE), 8-hydroxy-D-guanozyny (8-OHdG),
zaawansowanych produktéw oksydacji biatek (AOPP), catkowitej zdolnosci
oksydacyjnej (TOS) oraz indeksu stresu oksydacyjnego (OSI),

— funkcje wydzielniczg §linianek szczurow zywionych dietg bogatottuszczows.



Przed przystgpieniem do badan uzyskano zgodg¢ Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach. Z oryginalnej pracy oraz tekstu dysertacji wynika, iz byla to
zgoda Komisji w Biatymstoku (nr 21/2017). W streszczeniu rozprawy Autor natomiast podat,
jak sadzg przez pomytke, iz zgoda wydana zostata w Olsztynie.

Badania przeprowadzone zostaly na samcach szczuréw szczepu Wistar, ktore
przebywaty w standardowych warunkach bytowych dla zwierzat laboratoryjnych. Szczury
podzielono na 4 grupy: grupe I, czyli kontrolng (C), stanowily szczury otrzymujace
standardowg pasz¢ typu LSM oraz dozotadkowo roztwér soli fizjologicznej; grupe II
(C+NAC) szczury otrzymujace standardowg pasz¢ typu LSM oraz dozoladkowo roztwér N-
acetylocysteiny; grupe III (HFD) szczury karmione pasza bogatothuszczowa oraz
dozotadkowo mialy aplikowany roztwér soli fizjologicznej oraz grupg IV (HFD+NAC), u
ktorej stosowano dietg bogatottuszczowa oraz dozotadkowo roztwor N-acetylocysteiny.

Po 8 tygodniach oznaczono stgzenie glukozy we krwi pobranej z zyly ogonowej, a
nastepnie zmierzono tempo wydzielania §liny stymulowanej i niestymulowanej przez szczury
z wszystkich grup. W dalszej kolejnosci pobrano krew z tetnicy brzusznej oraz gruczoty
slinowe podzuchwowe i przyuszne do analiz biochemicznych. W ptynach nadosadowych oraz
surowicy krwi oznaczono metodg ELISA stezenie produktéw peroksydacji lipidow, stgzenie
produktéw oksydacji DNA i stezenie produktéw oksydacji biatek, natomiast metodami
kolorymetrycznymi stezenie produktéw oksydacji bialek oraz stezenie biatka, zredukowango
glutationu, calkowitg zdolno$é antyoksydacyjna, catkowita zdolnoé¢ oksydacyijna, aktywno$é
peroksydazy $linowej, katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej. W surowicy krwi oznaczono
dodatkowo stezenie insuliny, a takze wyliczono wskaznik HOMA-IR.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, ktora zostala przeprowadzona z
zastosowaniem programu Statistica 10.0 (Statsoft, Krakow, Polska) oraz testow Kruskala-
Wallisa oraz Spearmana. Za istotny przyjeto poziom p<0,05.

Otrzymane wyniki sktonity Autora do podsumowania ich we wnioskach, ktore w pehi
odpowiadajg postawionym celom pracy. Wskazujg one na zwiazek pomigdzy suplementacjg
N-acetylocysteing a  wzmocnieniem enzymatycznym (SOD, CAT, Px) oraz
nieenzymatycznym (GSH, TAS) mechanizméw antyoksydacyjnych gruczotéw przyusznych
szczurOw karmionych dietg bogatottuszczowa. W §liniankach podzuchwowych na skutek
suplementacji NAC zaobserwowano istotne wzrosty stezen GSH i TAS. Dodatkowo N-
acetylocysteina zapobiega oksydacyjnemu niszczeniu przyusznicy szczuréw karmionych

pasza bogatotluszczowg i zapobiega redukcji wydzielania $liny stymulowanej przez te
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osobniki. Ponadto suplementacja N-acetylocysteing nie zapobiega redukcji stezenia biatka w
sliniankach szczuréw, u ktérych stosowano dietg z wysokg zawartoscia thuszczu.

Nalezy podkreslié, iz przeprowadzone w pracy badania zostaly wykonane ze
znajomoscia nowoczesnego warsztatu naukowego. Uzyskane wyniki Doktorant dobrze
udokumentowal, przedstawit w sposob syntetyczny, uporzadkowany i czytelny, a takze
uzyskal odpowiedzi na zatozone cele badania.

W opinii recenzenta rozprawa doktorska stanowi logiczng catos¢ oraz daje
dowdd na dobre przygotowanie Doktoranta do prowadzenia badan naukowych, ale takze ich
prezentacji. Swiadczq 0 tym publikacje zamieszczone w czasopismach z punktacja Impact
Factor, w ktérych Doktorant jest pierwszym Autorem.

Poruszony w rozprawie doktorskiej problem jest niezwykle ciekawy i bardzo wazny.
Podjety projekt badawczy posiada bardzo duzg warto$¢ poznawcza, gdyz przeprowadzone
badania wykazaty wptyw suplementacji N-acetylocysteing na wzmocnienie enzymatyczne
(SOD, CAT, Px) oraz nieenzymatyczne (GSH, TAS) mechanizméw antyoksydacyjnych
gruczotdw przyusznych szczuré6w karmionych dietg bogatotluszczows.

Nalezy nadmieni¢, iz informacje zawarte w publikacji pogladowej pt. ,,Sources of free
radicals and oxidative stress in the oral cavity” Autor bardzo umiejetnie, szczegotowo i w
zwarty sposob zaprezentowat takze we wstgpie dysertacji.

Z obowigzku recenzenta chciatabym jednak zwrécié uwage, iz w pracy pojawity sie
drobne bledy literowe, jednakze nie umniejszaja one wartosci rozprawy i moga zostaé z
fatwoscia poprawione. Dodatkowo w przygotowanej przez Doktoranta zbiorczej tabeli
prezentujgcej udzial poszczegbdlnych autorow w pracy pt. ,Effect of N-acetylcysteine on
antioxidant defence, oxidative modification and salivary gland function in a rat model of
insulin resistance” (str. 29), nie podano procentowego ich wkiadu w powstanie publikacji
pomimo przygotowanego miejsca na takie o§wiadczenie. Nalezy wspomnie¢, iz informacja
taka znajduje si¢ w o$wiadczeniach podpisanych przez wspolautoréw i zalgczonych w
dysertacji.

Podsumowujac niniejsza recenzje uwazam, iz przedlozona mi do oceny praca
doktorska spelnia wymagania stawiane rozprawom na stopiefi doktora nauk medycznych
okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6ézn. zm.). Zwracam
si¢ wigc do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem
Nauczania w Jgzyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z wnioskiem o
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przyjgcie pracy i dopuszczenie lek. stom. Piotra Zukowskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego, w tym o dopuszczenie do publicznej obrony oraz jej wyr6znienie.

Z wyrazami szacunku
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