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Recenzja rozprawy doktorskiej

lek. stom. PIOTRA ZUKOWSKIEGO
pt.: "Wplyw suplementacji N-acetylocysteiny na stres oksydacyjny w gruczolach
Slinowych w szczurzym modelu insulinoopornosci”

Jednymi z najpowazniejszych probleméw zdrowotnych, z jakimi boryka si¢ ludzkosé
w XXI wieku sg cukrzyca i otylo§é. Powszechnie wiadomo, ze okolo 90% przypadkow
cukrzycy na $wiecie stanowi cukrzyca typu 2, ktéra rozwija si¢ wolno, czesto towarzyszy jej
nadmierna masa ciala, mata aktywnog¢ fizyczna i nadmierne spozycie kalorii, zwlaszcza
cukrow prostych. Szacunkowe dane WHO wskazuja, ze na $wiecie na cukrzyce typu 2
choruje ponad 200 milionéw ludzi, a do roku 2030 liczba ta ulegnie podwojeniu.
W dzisiejszych czasach $miertelnoé¢ spowodowana chorobami bedacymi nastgpstwami
cukrzycy typu 2 stanowi ponad 5% wszystkich przyczyn zgondéw na $wiecie.

Wyr6znia si¢ dwie przyczyny cukrzycy typu 2: uposledzenie wydzielania insuliny, na
ktére wplyw maja rézne czynniki genetyczne 1 oporno$¢ na dziatanie insuliny
(insulinoopornos¢), ktérej przyczyna moga by¢ zaréwno czynniki genetyczne, jak
i Srodowiskowe. Niewrazliwos¢ tkanek docelowych na insuling, gldwnie mieéni
szkieletowych, tkanki tluszczowej i watroby, oznacza brak wlasciwej odpowiedzi organizmu
na ten hormon. Zmniejszenie insulinowrazliwosci mozna zaobserwowa¢ kilka do kilkunastu
lat przed wystgpieniem jawnej cukrzycy. Jednym z mechanizméw powstawania
insulinoopornosci moze byé stres oksydacyjny, czyli zaburzenie rownowagi pomiedzy
reakcjami prooksydacyjnymi i mozliwosciami obrony antyoksydacyjnej organizmu. Stres
oksydacyjny w cukrzycy jest skutkiem wystepowania wysokich stezen glukozy i kwaséw
thuszezowych. Dodatkowo zagrozeniu oksydacyjnemu w cukrzycy towarzyszg zmiany



aktywnosci  enzymow przeciwutleniajacych, gléwnie obnizenie ich aktywnosci.
Antyoksydanty dostarczane do organizmu wraz z pozywieniem lub pod postacia
suplementéw majg dziatanie zaréwno przeciwutleniajace, jaki antydiabetyczne.

W ten nurt badan wpisuje sie rozprawa doktorska lek. stom. Piotra Zukowskiego
prezentujagca wyniki badan nad wplywem N-acetylocysteiny (NAC) na stres oksydacyjny
w gruczotach slinowych w szczurzym modelu insulinoopornosei, zrealizowana w Zakladzie
Stomatologii Zachowawczej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku pod kierunkiem Pani
prof. dr hab. Danuty Waszkiel.

Temat wybrany przez doktoranta uwazam za aktualny, wazny poznawczo i istotny
praktycznie. Slinianki sg narzgdami wydzielania zewnetrznego produkujgcymi  Sline.
Czlowiek kazdego dnia produkuje jej okoto 1-1,5 litra. Cukrzyca wywotuje niezapalne,
nienowotworowe powiekszenie §linianek przyusznych, zmienia czynno$¢ gruczotéw
slinowych (zmniejsza ilosci wytwarzanej Sliny) oraz zmiany ilosciowe i Jakosciowe w jej
sktadzie.

Cel rozprawy doktorskiej — ocena wplywu suplementacji NAC na parametry
rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w osoczu oraz sliniankach  przyusznych
i podzuchwowych oraz funkcje¢ wydzielnicza tych gruczotéw u szezuréw karmionych pasza
bogatotluszczows (60% zawartosci thuszczow), jest ambitny, a wyniki uzyskane majg znaczna
wartos¢ poznawczg dla patogenezy zmian wystgpujagcych w $liniankach w  zwigzku
z rozwojem insulinoopornosci i cukrzyca typu 2.

Przestawiona do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z dwoch publikacji
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych o tgcznym wspotczynniku
wpltywu - IF prawie 7,0, wstepu, krotkiego omowienia tych prac w jezyku polskim
1 streszczenia zardwno w jezyku polskim, jak i angielskim, oraz z wykazu pismiennictwa.
Zawiera réwniez o$wiadczenia wspotautorow: pierwsza praca ma 3 autordw, a druga — 7
autorow. Udzial doktoranta w prowadzonych badaniach i jego wkiad w przygotowanie
przedstawionych manuskryptéw zostat jasno okreslony (odpowiednio 90 % i 70%). Pierwsza
praca pt.: ,.Sources of free radicals and oxidative stress in the oral cavity” to klasyczna praca
pogladowa opublikowana w impaktowanym czasopismie Archives of Oral Biology (IF=2,05)
w 2018 roku, a doktorant jest zaréwno pierwszym, jaki i korespondencyjnym autorem. W tej
pracy doktorant przedstawit aktualny stan wiedzy na temat gléwnych Zrédel reaktywnych
form tlenu (ROS) i stresu oksydacyjnego w srodowisku jamy ustnej. Jama ustna jest miejscem
szczegolnie podatnym na uszkodzenia oksydacyjne. Rozpoznanie egzogennych zrodet ROS
i ograniczenie narazenia na czynniki generujace ROS moze byé jednym ze srodkéw
profilaktycznych zapobiegajacych chorobom j amy ustnej.

Druga praca pt.: ,Effect of N-acetylocysteine on antioxidant defense, oxidative
modifiaction and salivary gland function in rat model of insulin resistance” zawierajaca
wyniki badan eksperymentalnych, co stanowi trzon tej rozprawy doktorskiej, zostala



opublikowana w impaktowanym czasopismie Oxidative Medicine and Cellular Longevity o IF
4,936. Doktorat tez jest pierwszym autorem tego manuskryptu.

Prace oryginalne zostaly poprzedzone odpowiednim wst¢pem oraz streszczeniem, co
wprowadza w tematyke podjetych badan. Streszczenie jest napisane poprawnym jezykiem
naukowym. We wstgpie doktorant w sposdb zwigzly i klarowny opisuje reaktywne formy
tlenu i stres oksydacyjny, przedstawia markery stresu oksydacyjnego charakterystyczne dla
peroksydacji lipidow, oksydacyjnej modyfikacji bialek i oksydacyjnego uszkodzenia DNA.
Doktorant takze omawia egzogenne i endogenne antyoksydanty obecne w systemach
biologicznych, ktére zapobiegaja powstawaniu wolnych rodnikéw, redukujg juz utworzone
wolne rodniki oraz umozliwiaja naprawe powstatych uszkodzen wolnorodnikowych. Rozdziat
omowienie prac skladajgcych sie na rozprawe doktorska zawiera uzasadnienie i cel badan,
opis metod badawczych i otrzymanych wynikow oraz wnioski.

Z obowigzku recenzenta musze zaznaczy¢, ze Doktorant nie uniknat drobnych bledow
Jezykowych, niescistosci merytorycznych i nomenklaturowych szczegélnie we wstepie
rozprawy doktorskiej. Na przyktad, Doktorant napisal:

- ,,CuZnSOD (SOD1) — dysmutaza ponadtlenkowa zawierajagca miedz”, str.5 a powinno byé
zawierajaca miedz i cynk;

- raz ,,katiorodniki” razem str. 9, a raz niepoprawnie oddzielnie , katio rodniki’ str. 10;

- ferrylowy i nadferrylowy kompleks F2* - 0,- Fe** str. 10, a powinno by¢ Fe?" - 0p- Fe?t;

- wizoenzymy SOD dziataja z podobng stata szybkoscia 1.6 10° M's™ str. 15, a powinno byé
1.6 x 10°M s,

- »glutamylocysysteinyloglicyny” str. 16, a powinno by¢ glutamylocysteinyloglicyny;

- redukcja dwusiarczkowych wigzan™, a powinno by¢ redukcja disiarczkowych wiazan
wedtug obowigzujacej nomenklatury chemicznej. Jednakze, nie wplywaja one na og6lny
poziom naukowy pracy.

Celem podjetych przez Doktoranta badan bylo ustalenie czy suplementacja NAC
w szczurzym modelu insulinoopornosci wplywa na stres oksydacyjny w gruczolach $linowych
Za pomocy:

1. oceny bariery antyoksydacyjnej gruczoléw $linowych zaréwno przyusznych,
jak i podzuchwowych poprzez pomiar aktywnodci  dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD1), peroksydazy slinowej (Px), katalazy (CAT),
stezenia  zredukowanego glutationu (GSH) i catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej (TAS)

2 pomiaru stezenia markeréw stresu oksydacyjnego: adduktéw 4-HNE z
biatkami (4-HNE), 8-hydroksy-D-guanozyny (8-OHdG), zaawansowanych
produktéw  oksydacji  biatek  (AOPP), koncowych  produktéw
zaawansowanej  glikacji (AGE) oraz oceny catkowitej zdolnosci
oksydacyjnej (TOS) i indeksu stresu oksydacyjnego (OSI)



3. oceny funkcji wydzielniczej gruczotéw slinowych.

Insulinoopornosé w szczurzym modelu wywolano poprzez diete bogatothuszczowa
zawierajacg 60% thuszczow, ktora skutkowala istotnym wzrostem steZenia insuliny
w surowicy i glukozy we krwi oraz wskaznika HOMA-IR. Prosze, zeby Doktorant
przedstawil réwniez inny szczurzy model odzwierciedlajacy cukrzyce typu 2 u czlowieka.

Ocena dynamiki zmian parametrow rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej
W osoczu oraz w gruczotach Slinowych, jak réwniez ich funkcji wydzielniczej zostata
przeprowadzona w czterech grupach dos$wiadczalnych: dwie grupy szezurow karmionych
pasza standardowa z i bez dozotadkowej suplementacji NAC, oraz dwie grupy szczuréw
karmione pasza bogatottuszczowa z i bez dozolgdkowej suplementacji NAC. Poniewaz stres
oksydacyjny jest podlozem wielu zespotéw chorobowych, obecnie jest dostepnych wiele
biomarkeréw uszkodzen wywolywanych przez stres oksydacyjny, ktére moga by¢
wykorzystane do oceny jego poziomu in vivo. Stosowane od wielu lat markery uszkodzenia
lipidéw to: aldehyd dimalonowy (MDA), utlenione lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL),
przeciwciata utlenionych LDL, akroleina, F2-izoprostany, 4-hydroksynonenal (4-HNE).
W niniejszej pracy skupiono sie na ocenie peroksydacji lipidow na podstawie oznaczenia
stgzenia kompleksow 4-HNE z biatkami. Chciatabym uslysze¢ komentarz Doktoranta
uzasadniajgcy wybor oznaczania takiego markera peroksydacji lipidow.

Wyniki badan Doktoranta i wspélautorow potwierdzity, ze insulinoopornogé
indukowana dieta bogatottuszczowa zaburza systemy antyoksydacyjne $linianek przyusznych,
zmniejsza zardwno enzymatyczna, jak i nieenzymatyczng barier¢ antyoksydacyjna, co
prowadzi do utlenienia kwaséw nukleinowych, biatek i lipidéw. Ponadto Doktorant
1 wspotautorzy wykazali, ze suplementacja NAC tylko w gruczofach przyusznych wzmacnia
mechanizmy enzymatycznej ochrony antyoksydacyjnej (SOD1, CAT, Px), a mechanizmy
nieenzymatycznej ochrony wzmacnia zaréwno w gruczolach  przyusznych, jak
1 podzuchwowych. Zatem NAC zapobiega uszkodzeniu oksydacyjnemu $linianek
przyusznych, co nie doprowadza do redukcji $liny stymulowane;. Prosz¢ Doktoranta
0 wyjasnienie dlaczego oznaczano tylko aktywnos¢ SOD1 w osoczu i ekstraktach
tkankowych, a nie np. catkowitg aktywnos¢ SOD oraz czy znany jest profil ekspresji genu
sodl kodujgcego Cu,Zn-SOD, genu sod2 kodujgcego Mn-SOD i genu sod3 kodujacego
zewnatrzkomorkowg EC-SOD w tkankach szczura, szczegllnie w gruczolach $linowych.
U ssakow rodzina dysmutaz ponadtlenkowych (SOD, EC 1.15.1.1) obejmuje trzy rézne
1zoenzymy: cytoplazmatyczny zwierajacy miedz i cynk (Cu,Zn-SOD), mitochondrialny
zawierajgcy mangan (Mn-SOD) i zewnatrzkomorkowy (extracellular, EC-SOD, réwniez
zawierajacy Cu i Zn,). Pomimo podobnych funkcji enzymy roznig si¢ budowa bialka,
lokalizacjg chromosomows i strukturg genu, wymaganiami kofaktorow i umiejscowieniem w
komorce.

Cykl publikacji jako rozprawa doktorska Jest efektywnym dowodem przygotowania
Doktoranta do dalszej samodzielnej pracy naukowej, jak réwniez pozwala wierzy¢



W dynamiczny Jego rozwdj naukowy. Opublikowanie wynikéw  swoich badan
eksperymentalnych wymaga przejscia przez wszystkie etapy zwiazane z pracg naukows:
stworzenie koncepcji pracy, wykonanie czgsci doswiadezalnej i laboratoryjnej, opracowanie
1 interpretacje wynikoéw, napisanie i przygotowanie manuskryptu do druku, jak réwniez
ustosunkowanie si¢ do uwag recenzentéw, umiejetnos¢ wspolpracy z innymi badaczami
(wspotautorstwo).

Na koniec pragne podkresli¢, ze ogélna koncepcja rozprawy doktorskiej lek. stom.
Piotra Zukowskiego jest dobrze przemyslana, bardzo logiczna i spéjna. Cel badawczy zostal
poprawnie sformulowany. Na podkreslenie zastuguje bogaty warsztat eksperymentalny,
umiejetno$¢  analizy uzyskanych wynikéw oraz ich publikacja w  renomowanych
czasopismach naukowych. Uwazam, ze Doktorant osiggngl stawiane sobie cele. Wyniki
badan  eksperymentalnych pozwolily na wyciagniecie wniosku sugerujacego, ze
suplementacja N-acetylocysteing w zwierzecym modelu insulinoopornosci wzmacnia bariere
antyoksydacyjng gruczotow slinowych i zmniejsza stres oksydacyjny oraz zapobiega
oksydacyjnemu uszkodzeniu gruczotow przyusznych, co nie doprowadza do redukcji sliny
stymulowanej. Natomiast suplementacja NAC nie zapobiega spadkowi ilosci biatka
w gruczotach slinowych szczuréw karmionych dieta bogatotluszczowa.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. stom.
Piotra Zukowskjego pt.: "Wplyw suplementacji N-acetylocysteiny na stres oksydacyjny
w gruczolach Slinowych w szezurzym modelu insulinoopornosci” bedaca cyklem
publikacji  opublikowanych w renomowanych  czasopismach o zasiegu
mig¢dzynarodowym spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789). Wnosze¢ zatem do Rady Wydzialu
Lekarskiego z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie lek. stom. Piotra Zukowskiego
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie biorge pod uwage szeroki
zakres metod badawczych, wartosé naukowg otrzymanych wynikéw oraz fakt, iz zostaly
one juz opublikowane wnioskuje réwniez o wyréznienie rozprawy doktorskiej lek. stom.
Piotra Zukowskiego.
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