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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Lek. Urszuli Kotodziej pt. ,,Produkty utleniania DNA, bialek i lipidéw w
gruczofach slinowych szczuréw karmionych dietag bogatobiatkowa i
bogatottuszczowa”
Promotor: Dr hab. n. med. Anna Zalewska

Stosowanie w obecnych czasach réznorodnych rodzajow diet, zwtaszcza diet
eliminacyjnych opartych na spozywaniu Jednej grupy sktadnikow odzywczych, sktania
naukowcow do oceny ich skutkow zdrowotnych. Nie zawsze kompleksowe i wnikliwe
badania sg mozliwe u ludzi, dlatego wykorzystanie modelu zwierzecego jest dobra
metodq uzyskiwania wiarygodnych wynikéw. W tym kontekscie wybor tematu przez
Doktorantke uwazam za bardzo trafny i wazny z klinicznego punktu widzenia.

Rozprawa doktorska lek. Urszuli Kotodziej pt. .Produkty utleniania DNA, biatek
I lipidow w gruczotach slinowych szczuréw karmionych dieta bogatobiatkowsa |
bogatotiuszczowa” jest praca skiadajaca sie z cyklu monotematycznych trzech
publikaciji, z czego jedna z nich to praca przegladowa, a dwie to prace oryginalne.
Dysertacja liczy 83 strony i sktada sie z: wykazu publikacji stanowiacych rozprawe
doktorska (1 strona), podsumowania dorobku naukowego (1 strona), wykazu
stosowanych skrétow i oznaczer (3 strony), wstepu (9 stron), oméwienia prac
skiadajacych sig na rozprawe doktorska (9 stron), streszczenia w jeézyku polskim i
angielskim (4 strony), publikacji stanowigcych rozprawe doktorska (33 strony), 76
pozycji pismiennictwa wymienionego wedtug kolejnosci cytowan w tekscie oraz
informacje o charakterze udziatu wspotautoréw w publikacjach wraz z procentowym

okresleniem ich wktadu w powstanie pracy (16 stron). Dokumentacja zawiera zgodne
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oswiadczenia wspétautoréw osiggniecia naukowego, z ktérych wynika, ze podzielaja
oni opinig¢ o dominujgcym udziale Doktorantki w procesie powstawania publikacji.
Wprowadzenie

Rozdziat zawiera istotne informacje dotyczace zaréwno pozytywnej jak |
negatywnej roli, jaka ogrywa tlen. Autorka zwraca uwage na roznorodne formy
powstawania reaktywnych form tlenu (RFT) oraz opisuje ich negatywny wplyw na
funkcjonowanie komérki podczas stresu oksydacyjnego, gdzie dochodzi do
peroksydacji biatek, lipidow oraz DNA. Wartym podkreslenia jest fakt, ze doktorantka
nie zapomina o tym, ze RFT w sa réwniez istotne dla wielu procesow fizjologicznych
Jak aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych aktywujacych geny, wplywaja na
proliferacj¢, apoptoze czy uczestnicza w eliminowaniu bakterii. Rozdziat zawiera
rowniez obszerne informacje dotyczace antyoksydacyjnej ochrony naszego
organizmu przed RFT (SOD, katalaza, peroksydaza glutationowa), uwzgledniajac
ochrone antyoksydacyjng obecna w $linie (peroksydaza $linowa, kwas MOCZowWY).
Slina to bardzo wazna miejscowa bariera ochronna przed wieloma niekorzystnymi
sktadnikami obecnymi w naszej diecie.

Rozdziat jest przejrzyscie i zwiezle napisany wprowadzajac czytelnika w
tematyke zagadnienia, ktéra w sposéb bardziej szczegotowy zostata przedstawiona
W pierwszej pracy cyklu publikacji zatytutowanej ,Oxidative stress-repair systems of
oxidatively damaged biomolecules” (Progress in Health Sciences, 2018; MNiISW 6).
Publikacja w sposob bardzo wnikliwy przedstawia nastepujace zagadnienia: (i)
powstawanie reaktywnych form tlenu implikujgcych stres oksydacyjny, (ii)
oksydacyjne zmiany pojawiajace sie w biatkach, lipidach oraz DNA, (iii) réznorodne
systemy naprawy oksydacyjnych zmian, pojawiajacych sie w biatkach, lipidach oraz
kwasach nukleinowych.

Omoéwienie prac sktadajacych sie na rozprawe doktorska

Ten fragment pracy doktorskiej przedstawia w sposob skrotowy, z
uwzglednieniem metodyki, wynikéw | uzyskanych wnioskéw, dwéch prac
doswiadczalnych bedacych czescia dysertacji. Pierwsza publikacja zatytutowana jest
.Oxdative modification in the salivary glans of high fat-diet induced insulin resistant
rats” (Frontiers in Physiology, 2017; IF 4,134, MNiSW 35), druga nosi tytut ,Chronic



high-protein diet induces oxidative stress and alters the salivary gland function in
rats” (Archives of Oral Biology, 2017; IF 1,748, MNiSW 30).

Szczegbtowe omoéwienie istoty publikaciji:

1. Oxdative modification in the salivary glands of high fat-diet induced insulin
resistant rats” (Frontiers in Physiology, 2017; IF 4,134, MNiSW 35),

2. ,Chronic high-protein diet induces oxidative stress and alters the salivary gland
function in rats” (Archives of Oral Biology, 2017: IF 1,748, MNiSW 30).

Obydwie prace maja bardzo podobny schemat badawczy. Doktorantka
wykorzystuja do badarn samce szczuréw rasy Wistar (grupy po 8 zwierzat). Zwierzeta
przez okres 8 tygodni byly karmione specjalnie wyselekcjonowanymi paszami. W
przypadku publikacji pierwsze] jest to pasza bogatottuszczowa o prawie
szesciokrotnie wyzszej zawartosci tluszczu, niz pasza stosowana przez zwierzeta w
grupie kontrolnej. W przypadku publikacji drugiej zwierzeta karmiono pasza
bogatobiatkowa o dwukrotnie wyzszej zawartoéci biatka w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Po zakonczeniu eksperymentu od zwierzat pobrano nastepujacy materiat
biologiczny: (i) Sline stymulowana (stymulant: pilokarpina podana dootrzewnowo)
oraz niestymulowana, (ii) krew z zyly ogonowej do oceny glikemii, (iii) krew z tetnicy
brzusznej, (iv) slinianki podzuchwowe i przyuszne prawe do badan biochemicznych
oraz lewe do badan histopatologicznych. W publikacji pierwszej testujacej diete
bogatottuszczowa oceniono w surowicy stezenie wolnych kwaséw tluszczowych
(FFA), insuling oraz wskaznik insulicopornosci HOMA-IR. W surowicy oraz
supernatancie slinianek podzuchwowych i przyusznych oceniono parametry stresu
oksydacyjnego lipidéw (4-HNE, 8-isoP), biatek (PC, AOPP) oraz DNA (8-OHdG). W
eksperymencie wykorzystujacym diete bogatobiatkowg w tym samym materiale
biologicznym oceniono parametry istotne dla ochrony przed RFT takie jak aktywno$é
peroksydazy, katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), stezenie kwasu
moczowego, catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAS) oraz catkowita zdolnosé
oksydacyjng (TOS). W obydwu pracach wykonano réwniez preparaty
histopatologiczne ze $linianek i po wybarwieniu ich hematoksyling i eozyna oceniano
mikroskopowo.

Celem przeprowadzonych badan byia:
* ocena bariery antyoksydacyjnej gruczotow $linowych (publikacja druga)
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ocena wystgpowania oksydacyjnych modyfikacji biatek, tluszczy oraz DNA we
krwi oraz homogenatach $linianek (publikacja pierwsza i druga)

ocena wydzielania $liny stymulowanej oraz niestymulowanej (publikacja pierwsza
i druga) |

ocena wzajemnych korelacji pomiedzy analizowanymi parametrami stresu
oksydacyjnego w surowicy i mierzonymi w homogenatach $linianek (publikacja
pierwsza i druga)

Wyniki przeprowadzonych badan zostaty przedstawione w formie tabel, rycin oraz

zdjeC preparatow histologicznych $linianek podzuchwowych, przyusznych po

zastosowaniu odpowiedniej diety oraz odpowiadajace im grupy kontroln. Wartosci w

tabelach oraz na rycinach przedstawiaja mediang wraz z warto$ciami minimalnymi |

maksymalnymi, co sugeruje nieparametryczny rozktad danych.

Z przeprowadzonych badan wynikajg nastepujace wnioski:

Zarowno dieta bogatotluszczowa jak i bogatobiatkowa skutkuje pojawieniem sie
oznak stresu oksydacyjnego w $liniankach. Intensywnos$¢ tych zmian w
poszczegdlnych sliniankach zalezy od rodzaju diety.

Intensywno$¢ stresu oksydacyjnego wywotanego dieta bogatottuszczowsg jest
bardziej widoczna w $liniankach przyusznych, natomiast dietybogatottuszczowej
w Sliniankah podzuchwowych.

Sposréd wielu przeanalizowanych markeréw stresu oksydacyjnego tylko wzrost
markerow peroksydaciji lipidow (4HNE, 8isoP) we krwi i homogenatach $linianek
przyusznych pojawia sie zarowno po diecie bogatotluszczowej jak i
bogatobiatkowe;.

Obydwie diety zmieniajg zdolnosci sekrecyjne slinianek. Dieta bogatottuszczowa
zmniejsza stymulowang produkcje $liny, zas dieta bogatobiatkowa zmniejsza
produkcje niestymulowanej §liny.

Dieta bogatobiatkowa w wiekszym stopniu stymuluje bariere antycksydacyjng w w
Sliniankach przyusznych niz podzuchwowych (wzrost Px kwasu moczowego,
TAS).

Dieta bogatottuszczowa, stosowana przez 8 tygodni. spowodowata wzrost
glikemii, insuliny, FFA oraz doprowadzita do pojawienie si¢ insulinoopornosci
mierzone] wskaznikiem HOMA-IR.



Obydwie testowane diety zmieniajga obraz morfologiczny $linianek skutkujac
nadmierng wakuolizacja.
Nie stwierdzono korelacji pomiedzy badanymi parametrami w surowicy |
supernatancie $Iiniének.

Po uwaznej lekturze tej monografii szczegélnie doceniam:

Wyczerpujace przedstawienie tematyki stresu oksydacyjnego, przedstawione w
pracy przegladowe] (,Oxidative stress-repair systems of oxidatively damaged
biomolecules”).
Logiczny plan eksperymentow.
Przejrzyste udokumentowanie wynikow.
Bardzo wnikliwe przedyskutowanie uzyskanych wynikow.
Za wyjatkowo wazne uwazam, stwierdzenie tlumaczace implikacje
insulinoopornosci w odpowiedzi na diete bogata w tluszcze. Insulinoopornosé
prowadzi do zmian funkcjonowania $linianek w obrebie jamy ustnej, sprzyjajac
prochnicy i chorobom przyzebia.

Trudno wskazywac na niedociggniecia w publikacjach oryginalnych. Obydwie

analizowane prace, zostaty opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej, jedna

ze szczegolnie wysokim IF - 4,134, co oznacza, ze $rodowisko naukowe uznato je za

wartosciowe. Tym niemniej recenzent pozwoli sobie na drobne uwagi:

Zmiany pojawiajace si¢ pomiedzy sliniankami w obydwu dietach bylyby fatwiejsze
do zauwazenia dlﬁa czytelnika, gdyby wyniki tych samych parametréw ocenianych
w homogenacie $linianek przyusznych i podzuchwowych byly zamieszczone obok
siebie. Taka forma przedstawienia wynikéw pozwala na pokazanie wielu istotnych
statystycznie wynikow w réznych konfiguracjach.

Szkoda, ze w publikacji pierwszej oceniajacej wptyw diety bogatotluszczowej nie
oceniono parametrow bariery antyoksydacyjnej, tak jak to miato miejsce przy
ocenie diety bogatobiatkowej.

Pewna niezrecznoscia jezykowg jest stosowanie sformutowania piyn
nadosadowy. W literaturze polskiej powszechnie funkcjonuje sformutowanie
zapozyczone z jezyka angelskiego — supernatant.

Nie zgadzam sig z ostatnim wnioskiem pojawiajacym sie w obydwu publikacjach,
ktory informuje, 2e nie stwierdzono kolacji pomiedzy markerami stresu
oksydacyjnego w surowicy i sliniankach, co dowodzi, ze uszkodzenie oksydacyjne
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w gruczotach slinowych w odpowiedzi na testowane diety powstaje niezaleznie od
ogolnoustrojowego stresu oksydacyjnego. Ocena korelacji dla matej grupy jest
bardzo mato precyzyjna. Tego rodzaju korelacje nie pojawiajg sie nawet przy
wigkszej liczbie danych (np. korelacja krew-$lina). Na odpowiedz $linianek ma z
pewnoscig bardzo duzy wptyw miejscowe dziatania diety. Droga krwi docierajg do
nich réwniez skfadniki ocenianej diety i réznorodne czynniki biologiczne, ktére
pojawity sie we krwi w odpowiedzi na nieprawidiowe karmienie szczuréw.
Odpowiedz slinianek to wypadkowa miejscowego i systemowego oddziatywania
testowanej diety.

Podsumowanie recenzji

Doktorantka w dysertacji przedstawita wplyw diety bogatottuszczowej i
bogatobiatkowej na slinianki podzuchwowe i przyuszne szczurdw rasy Wistar, ktére
pozostawaty na testowanej diecie przez okres 8 tygodni. Podjecie tego rodzaju
badan jest wazne tym bardziej, ze dobrze funkcjonujace $linianki to bardzo wazna
miejscowa bariera produkujgca substancje zapobiegajace przed niekorzystnymi
skladnikami diety, chronigc jame ustng przed préchnica i chorobami przyzebia. Praca
jest dobrze zaplanowana i udokumentowana licznymi badaniami biochemicznymi
oraz histopatologicznymi. Najwazniejszym wnioskiem wyptywajacym z badan jest
stwierdzenie, ze obie diety implikujg stres oksydacyjny, prowadzacego do zmian
sekrecyjnych, biochemicznych i morfologicznych w $liniankach.

Whiosek koncowy

Catos¢ rozprawy doktorskiej, wskazuje na dobre opanowanie warsztatu
naukowego przez Autorke. Przedstawiong prace oceniam bardzo dobrze. Dobry plan
oraz szeroki zakres wykonanych badan sprawia, ze stworzony model badawczy in
vivo dalej moze byC rozwijany i wykorzystywany w ocenie wplywu innych
wyselekcjonowanych sktadnikow diety. Reasumujac praca doktorska lek. Urszuli
Kotodzie] spetnia kryteria stawiane dysertacji doktorskiej na stopien doktora nauk
medycznych. Doktorantka w przedstawionych pracach udowodnita swoja dojrzatosé
naukowg. Jest badaczem umiejgcym zaplanowa¢ badania, i stosownie je
skomentowaé. We wilasciwy sposob dochodzi do waznych konkluzji. Ze wzgledu na



jej bardzo wazny aspekt poznawczy uwazam, Zze praca doktorska zastuguje na
wyrodznienie.
Na podstawie dokonanej powyzej pozytywnej oceny, zwracam sie do Pana
Dziekana Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o
przedtozenie Radzie Wydziatu wniosku o dopuszczenie Kandydatki do dalszych
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etapéw przewodu doktorskiego.
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