INSTYTUT MEDYCYNY PRACY IM. PROF. }J. NOFERA

1.6dz, 21 maja 2021r.
dr hab. n. med. Ewa Jabtonska, prof. IMP
Zakltad Badan Translacyjnych
Instytut Medycyny Pracy im. prof. J. Nofera w Lodzi
ul. Sw. Teresy 8, 91-348 Lodz
tel. 42 6314 785
e-mail: ewa.jablonska@imp.lodz.pl

Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki Oldakowskiej pt.
wAnaliza zwiqzku pomiedzy stezeniem Cu, Zn a polimorfizmem gendéw izoform
metalotioneiny oraz dysmutazy ponadtlenkowej u 0séb zdrowych oraz pacjentéw z ostrym
stanem zapalnym trzustki”
Promotor rozprawy: Prof. dr hab. Halina Milnerowicz
Promotor pomocniczy: Dr Milena Sciskalska

Celem przedstawionej mi do recenzji rozprawy byla analiza zwigzku pomiedzy
stezeniem miedzi (Cu) i cynku (Zn) a polimorfizmem genéw kodujacych izoformy
metalotioneiny (MT) oraz dysmutaze ponadtlenkowa (SOD) w ostrym zapaleniu trzustki
(OZT). Wymieniona jednostka chorobowa zwiazana jest ze stanem zapalnym narzadu,
ktéremu towarzyszy wzrost aktywnosci lipazy i amylazy we krwi i moczu. Najczestsza
przyczyng choroby jest kamica zotciowa oraz naduzywanie alkoholu. Doktadny mechanizm
powstawania stanu zapalnego w trzustce nie zostal poznany. Istotne znaczenie w patologii
choroby przypisuje si¢ zjawisku stresu oksydacyjnego, wynikajacego z zaburzenia pomiedzy
procesami pro- i antyoksydacyjnymi. Nalezy podkreslié, iz czestos¢ wystepowania OZT
zalezy od regionu geograficznego, a dane epidemiologiczne wskazuja, iz Polska nalezy do
krajow o bardzo wysokim wspotczynniku zachorowalnosci na te chorobe.

Z uwagi na powyzsze, temat niniejszej rozprawy doktorskiej uwazam za
uzasadniony i wazny w zakresie badaf nad uwarunkowaniami genetycznymi o potencjalnym
znaczeniu w etiologii i przebiegu ostrego zapalenia trzustki. Wybor genéw do badan, tj.
gendw kodujgcych izoformy metalotioneiny oraz dysmutaz¢ ponadtlenkowa, wydaje sie
wlasciwy, z uwagi na udziat obu biatek w obronie antyoksydacyjnej oraz ich interakcje badz
zaleznos$ci z badanymi metalami.

Rozprawa liczy 247 stron, w tym 58 tabel, 5 rycin, 11 wykreséw oraz 214 pozycji
pismiennictwa. Uktad pracy jest typowy dla rozprawy naukowej, z podzialem na osiem
rozdzialow (wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwo), poprzedzonych spisem tresci oraz
wykazem skrétow. Na konicu rozprawy zamieszczono spis tabel, rysunkow i wykresow oraz
trzy zafaczniki (formularz ankiety dla osob badanych, kryteria kwalifikujace pacjentéw
z OZT do udzialu w badaniach, oraz, charakterystyke osob badanych pod katem markeréw
biochemicznych analizowanych we krwi). Zamieszczono réwniez wykaz publikacji
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naukowych, ktorych Doktorantka jest wspétautorem. Warto podkredlié, iz jedna
z wymienionych prac, opublikowana w czasopismie Antioxidants (IF = 5,014; 100 pkt
MNiSW), dotyczy wynikéw Rozprawy. Jest to praca, w ktdrej mgr inz. Monika Oldakowska
jest drugim autorem. W wykazie znalazty si¢ rowniez dwa doniesienia ze zjazdow krajowych,
na ktorych Doktorantka prezentowata wyniki badan zwigzanych z polimorfizmem
metalotioneiny.

Wstep pracy zostal podzielony na pigé podrozdziatbw. W pierwszym z nich
Doktorantka oméwita przyczyny wystapienia ostrego stanu zapalnego trzustki oraz zmiany na
poziomie narzagdowym, komoérkowym oraz molekularnym obserwowane w przebiegu
choroby. W dalszej kolejnosci omoéwiony zostal udzial mikroelementéw w rozwoju stresu
oksydacyjnego w trzustce. W tej czesci, obok Zn i Cu, zostal opisany kadm (Cd; jako
wyrazna czes$¢ podrozdziatu 1.2 zatytulowanego ,,Udzial mikroelementéw w rozwoju stresu
oksydacyjnego w komorce trzustki”), co mylnie sugeruje, iz pierwiastek ten jest
mikroelementem. Mikroelementy to pierwiastki niezbedne dla organizmu, (na ktére dobowe
zapotrzebowanie dla czlowieka wynosi ponizej 100 mg), natomiast Cd jest toksycznym
metalem cigzkim, o udowodnionym dziataniu rakotwérczym. Stad nie mozna zaliczyé kadmu
do mikroelementow. Dalsze podrozdziaty dotycza struktury i funkcji metalotioneiny oraz
izoenzyméw dysmutazy ponadtlenkowej, a takze wspéldziatania obu enzyméw w procesie
neutralizacji wolnych rodnikéw. W czgci tej zostal omoéwiony réwniez zwigzek
polimorfizmu genetycznego metalotioneiny i dysmutazy ponadtlenkowej z patogeneza
wybranych jednostek chorobowych. Doktorantka przyblizyta rowniez znaczenie funkcjonalne
wybranych wariantéw polimorficznych.

We wstepie skupiono si¢ zatem gldwnie na omoéwieniu zagadnienia stresu
oksydacyjnego, z uwzglednieniem roli badanych w pracy pierwiastkéw (Zn, Cu) oraz biatek
1 ich polimorficznych wariantéw. Cennym urozmaiceniem tekstu jest przedstawiona na str. 23
rycina, dotyczaca mechanizméw regulacji ekspresji genu MT. W mojej opinii, wstep pracy
stanowi wystarczajgce wprowadzenie do tematyki badawczej, chociaz w celu lepszego
uporzadkowania wiedzy, warto byloby poda¢ na samym poczatku definicje jednostki
chorobowej, ktorej dotyczy rozprawa, oraz przedstawi¢ podstawowe dane epidemiologiczne
jak wspétczynniki zachorowalnosci i umieralno$ci w Polsce i na §wiecie. Zabraklo réwniez
definicji stresu oksydacyjnego.

Kolejny rozdzial dotyczacy celu pracy, zawiera krotkie wprowadzenie, bedace
uzasadnieniem wykonania szczegélowych analiz iloSciowych w grupie os6b zdrowych
i pacjentow z OZT, z uwzglednieniem narazenia na dym tytoniowy jako istotnego czynnika
o dziataniu prooksydacyjnym. Doktorantka wskazuje nastepnie, iz z uwagi na brak danych
dotyczacych zwigzku pomiedzy wystepowaniem wybranych polimorfizméw w genach
kodujacych MT14 (rs11640851), MTIB (rs964372), MT24 (rs10636) i SODI (rs2070424)
a stezeniem Zn i Cu u pacjentéw z ostrym stanem zapalnym trzustki, w pracy ,,podjeto probe
oceny wplywu” ww. polimorfizméw na stezenie obu metali oraz na parametry réwnowagi
pro/antyoksydacyjnej ~w  $rodowisku  wewnatrzkomérkowym  (lizat  erytrocytarny)
1 zewngtrzkomérkowym (osocze) w grupie pacjentow z ostrym stanem zapalnym trzustki i w
grupie 0s6b zdrowych. Mozna wige domy$laé sie, iz gléwnym celem pracy byta (zgodnie
z tytulem rozprawy) ocena wpltywu polimorfizmu MT i SOD1 na stezenie Zn i Cu oraz
markery stresu oksydacyjnego w zapaleniu trzustki, a cel ten zrealizowano w oparciu o cele
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szczegolowe, czyli analizy wymienione na stronie 35. Cel pracy zostat zatem sformutowany
prawidlowo, ale powinien by¢ wyraznie wyodrebniony w tekscie catego rozdziatu,
z podzialem na cel gtéwny i cele szczegdtowe. Taki uktad rozdziatu znacznie zwiekszytby
jego czytelnosé.

W czescl pracy dotyczacej materialu i metod badawczych Doktorantka dokonata
charakterystyki grupy badanej, ktéra objela tacznie 183 osoby, w tym 40 oséb z OZT oraz
dwie grupy poréwnawcze réznigce sie wiekiem (92 osoby w wieku 20-30 lat i 51 o0sdb
w wieku 30-70 lat). Co warto podkresli¢, pacjenci byli rekrutowani do badania przez lekarzy
klinicystow, na podstawie wywiadu oraz kryteriow diagnostycznych. Kryteria te zostaty
przedstawione szczegélowo w Zataczniku 2. Czynnikiem wykluczajacym z grupy badanej
byty choroby wspdtistniejace o podlozu zapalnym, choroby watroby, cukrzyca oraz choroby
nowotworowe. W przypadku grupy kontrolnej natomiast, osoby byly kwalifikowane do
badania za posrednictwem lekarzy podstawowej opieki zdrowotnej, ale Doktorantka nie
wskazata szczegbtowo kryteriéw doboru grupy kontrolnej, podajgc jedynie informacie, iz
byly to osoby ,,zdrowe”, nie przyjmujace suplementéw diety i nienaduzywajace alkoholu.
Obok informacji, iz material biologiczny od osob z grupy kontrolnej uzyskano z Polskiego
Osrodka Rozwoju Technologii (PORT) we Wroctawiu, nalezato podaé, w jakich latach byl
zbierany i w jakiej populacji. Z punktu widzenia metodologii badan, istotna jest informacija,
czy byl to ten sam okres, w ktérym pozyskano dane i material od pacjentéw, oraz czy
wszystkie osoby reprezentowaly te¢ sama populacje (pochodzily z tego samego regionu
Polski).

Charakterystyka grupy badanej pod katem wieku, BMI i wartosci stezenia bialtka hs-
CRP w zalezno$ci od palenia oraz plci zostala przedstawiona w Tabelach 1 i 2, przy czym
w tabelach nie wskazano czy réznice miedzy podgrupami byly istotne statystycznie.
W Zalgczniku 3 przedstawiono bardziej szczegblowa charakterystyke grup, zawierajaca
analiz¢ statystyczng réznic i obejmujaca markery biochemiczne stanu zapalnego, funkcji
watroby oraz gospodarki weglowodanowej i lipidowej, rowniez w zaleznosci od palenia i
plci. W tym miejscu nalezy zwrocié uwage na fakt, iz dane dotyczace biatka hs-CRP
przedstawione w Zafaczniku 3, zostaly pokazane po raz drugi (wcze$niej pokazano je w
Tabelach 1 i 2 na str. 40 i 41), W mojej opinii, dane dotyczace hsp-CRP oraz IL-6
przedstawione w Zatgczniku 3, powinny stanowi¢ czes¢é rozdziatu Wyniki, poniewaz byly
przedmiotem badan i analiz. Ponadto, po doktadnym zapoznaniu sie z Tabelg 1 z Zatacznika
3, wida¢, iz wszystkie 3 grupy badane roznily sie wyjsciowo pod katem rodzaju
analizowanych markeréw (na przyktad aktywno$¢ enzyméw watrobowych byla oznaczona
tylko w grupie I i III, natomiast markery gospodarki weglowodanowej analizowano tylko
w grupie II). Warto byloby zatem wyjasni¢, dlaczego we wszystkich grupach nie byty
wykonane te same oznaczenia.

Obszerna czg$¢ rozdziatu Materiat i metody zostata pos§wiecona zastosowanym w pracy
metodom badawczym. Bardzo dokladny opis wszystkich analiz, wraz z wykazem
zastosowanych odczynnikéw i aparatury oraz urzadzen laboratoryjnych, potwierdza
znajomos¢ i do$wiadczenie Doktorantki w zakresie metod immunoenzymatycznych,
spektrofotometrycznych, turbidymetrycznych czy technik z zakresu biologii molekularnej.
Wysokie wspotczynniki korelacji uzyskane dla roztworéw standardowych (przedstawione na
Wykresach 1-11) $wiadczg o rzetelno$ci uzyskanych danych ilosciowych.
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W statystycznej analizie danych wykorzystane zostaly testy parametryczne (test t-
Studenta, ANOVA) i nieparametryczne (test U Manna-Whitneya, test Kruskala-Wallisa).
W przypadku analizy wariancji, brakuje informacji czy i jakimi testami wykonano analizy
post-hoc.

Cze$¢ rozprawy prezentujaca wyniki zostata podzielona na 4 podrozdzialy, dotyczace
kolejno analizy stezen badanych markeréw oraz ich zwigzku z poszczegdlnymi wariantami
polimorficznymi, z dalszym podzialem ze wzgledu na ple¢ i palenie. Badane markery
ilosciowe objely: stezenie cynku i miedzi w surowicy krwi, stezenie kadmu we krwi, stezenie
kotyniny w surowicy, stezenie metalotioneiny oraz stezenie i aktywnos$é izoenzyméw
dysmutazy ponadtlenkowej we krwi, a takze stezenie malonylodialdehydu (MDA), bialka hs-
CRP, interleukiny 6 i ceruloplazminy w osoczu, oraz catkowita pojemno$é antyoksydacyjna
osocza. Dane zostaly przedstawione w formie 54 tabel, z dolgczong analizg statystyczna
réznic pomigdzy grupami, przy czym w przypadku wigkszo$ci markeréw grupe pacjentow
pordwnywano z grupg pacjentéw w wieku 30-70 lat (w grupie pacjentéw 20-30 lat
analizowano jedynie réznice pod katem stezenia metali). Z uwagi na bardzo duza ilogé
prezentowanych danych, bardziej dogodna dla czytelnika formg przedstawienia wynikow
bylyby w mojej opinii wykresy.

Analiza wykazata, iz w poréwnaniu z osobami zdrowymi, u pacjentow z OZT
zaobserwowano zaburzenia w stezeniu Zn i Cu oraz markeréw procesdw pro-
i antyoksydacyjnych, z towarzyszacym podwyzszeniem stezenia IL-6. Opisane zaburzenia
wskazuja na zjawisko stresu oksydacyjnego towarzyszace stanowi zapalnemu u chorych,
moggce wynikac¢ z zaburzonej homeostazy Zn i Cu. Istotne obserwacje dotyczyty stezenia Cd
we krwi, potwierdzajace jego zwiazek z wiekiem i paleniem. Zwiazek ten Doktorantka
wykazala poprzez poréwnanie dwoch grup wiekowych. Szkoda, ze nie zaprezentowano
rowniez wspotezynnikow korelacji pomiedzy wiekiem a stezeniem kadmu. W przypadku
analizy pozostatych korelacji, opisane zostaty jedynie istotne statystycznie zaleznosci, ktore
podsumowano w Tabeli 18.

Analiza danych w zalezno$ci od wariantéw polimorficznych czterech genow (MT14,
MTIB, MT24, SODI) wykazata pojedyncze zaleznosci na poziomie stezefi badanych metali
oraz aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i stezenia metalotioneiny w lizacie
erytrocytarnym. W grupie pacjentéw zaobserwowano zwiazek gléwnie pomigdzy
polimorfizmem M7'14 i MT24 a stezeniem Zn we krwi, oraz pomiedzy polimorfizmem M724
a stezeniem metalotioneiny w lizacie erytrocytarnym.

Czgs¢ wynikowa rozprawy, zostata zakoficzona cennym dla czytelnika podsumowaniem
najwazniejszych obserwacji.

Dyskusja wynikow objeta 14 stron rozprawy. Doktorantka oméwita uzyskane przez
siebie wyniki, odnoszac si¢ do nich w spos6b uporzadkowany i logiczny. Co najwazniejsze,
Autorka starala si¢ taczy¢ ze sobg poszezegdlne obserwacje, szukajac zwiazku przyczynowo
skutkowego pomiedzy zaburzeniami w stezeniach metali, poziomem badanych markerow
antyoksydacyjnych a markerami stresu oksydacyjnego i proceséw zapalnych. Dyskusje
wzbogacily gléwnie rozwazania na temat funkcjonalnego znaczenia badanych wariantow
polimorficznych w kontekscie nasilenia proceséw patologicznych w przebiegu choroby. Nie
mam zastrzezen co do poziomu merytorycznego dyskusji, natomiast w tej czesci powinno
znalez¢ si¢ rOwniez omoéwienie ograniczen badania, jak chociazby mata liczebnogé grup (40
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0s6b w grupie pacjentéow w przypadku badania polimorfizméw stanowi duze ograniczenie
w analizie danych). Warto byloby réwniez zastanowi¢ si¢ nad praktycznym wykorzystaniem
uzyskanych wynikéw i odpowiedzie¢ na pytanie czy zaobserwowane zalezno$ci dotyczace
polimorfizmu genetycznego metalotioneiny i dysmutazy ponadtlenkowej moga mieé
znaczenie kliniczne (na przyktad rokownicze) w ostrym zapaleniu trzustki.

Uzyskane wyniki Doktorantka trafnie zinterpretowata, podsumowujac je w postaci 11
wnioskéw. Dwa pierwsze wnioski (na temat kumulacji kadmu z wiekiem oraz spadku
stezenia cynku na skutek narazenia na kadm u os6b palacych) powinny jednak byé poparte
odpowiednia analiza korelacji, a nie jedynie poréwnaniem miedzygrupowym, o czym
wspomniatam wczesnie;j.

Z wykazu piSmiennictwa wynika, iz Doktorantka wykazala sie znajomoscia literatury
1 umiej¢tnoscig trafnego doboru artykutéw naukowych, powolujac sie na prace publikowane
w uznanych czasopismach migdzynarodowych z listy Journal Citation Reports, stanowigce
w okoto 30% prace opublikowane w ostatnich pieciu latach.

Z obowigzku recenzenta zwracam réwniez uwage na bledy i pomylki o charakterze
edytorskim lub technicznym, jak:
- zamienione osie na wykresie 6 (wartosci absorbancji powinny by¢ na osi rzednych);
- zastosowanie w tabelach réznych jednostek dla hs-CRP (ug/mL, mg/dL lub mg/L), przy
czym w Tabeli 3 Zalgcznika 3 nie wskazano zadnej jednostki;
- W czesci metodycznej, w opisie analizy stezenia ceruloplazminy, jako material badany
wskazano surowice (str. 60), ale pokazane w cze$ci wynikowej dane dotyczg osocza;
- w tytufach tabel 10, 12 i 13 powinna by¢ informacja, ktorej konkretnie grupy kontrolnej
dotycza dane (30-70 lat);
- brak jednolitego stylu w wykazie pi$miennictwa (zastosowano zaréwno pelne jak i skrdcone
nazwy czasopism);
- brak nazwy czasopisma w wykazie publikacji naukowych na str. 247 (trzecia pozycja);
- nieliczne bledy stylistyczne i pomylki jezykowe np. blony sluzowej zamiast ,.§luzowki” (str.
16), jedna a nie ,,jeden z najbardziej niebezpiecznych RFT” (str. 17), powtérzenia wyrazow
(-.genéw ze sobg $cisle powiazanych” na str. 21 czy ,,0s6b zdrowych” w tytutach Tabel 6-8);
MTIB a nie ,M1B” w tytule podrozdziatu (str. 189); genotypu zamiast fenotypu (str. 83);
- str. 115: opisana jako dodatnia korelacja pomiedzy aktywnoscia Cu/Zn-SOD w osoczu
a stezeniem MDA w Tabeli 18 jest ujemna (r = - 0,4157);
- skrocone nazwy gendéw powinny by¢ napisane kursywa
- cz¢$¢ danych zostala zaprezentowana dwukrotnie. Dotyczy to markeréw hs-CRP i IL-6, dla
ktorych dane pokazano zaréwno w czesci wynikowej jak i w Zataczniku 3. Ponadto, wartodci
bialka hs-CRP pokazane sg réwniez (jak wspomniano wcze$niej) w rozdziale dotyczacym
metodyki, jako czgs¢ charakterystyki grupy badanej. Nalezy zweryfikowaé poprawno$é
niektorych warto$ci z uwagi na brak zgodnosci pomiedzy poszczeg6lnymi tabelami;
- powielenie tych samych danych dotyczy w dalszej czesci Tabel 10-13, ktére powinny zostaé
pofaczone, poniewaz prezentujg czgSciowo te same dane. Umieszczenie danych w postaci
jednej tabeli zbiorczej znacznie ulatwiloby interpretacje danych oraz okreslenie wplywu
palenia na badane zaleznosci i réznice z wykorzystaniem analizy wariancji. Podobna uwaga
dotyczy tabel 14-17, w ktérych analizowano dane pod katem podziatu na pleé.
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Ponadto, sugerowatabym unika¢ okreslen ,,zaobserwowano wzrost czy spadek stezenia”
w opisie réznic pomiedzy grupami poniewaz sg to okreslenia uzywane w opisie dynamiki
zmian w obrebie tej samej grupy badanej. W przypadku pordwnania réznych grup miedzy
soba, odpowiednie jest okreslenie, iz wartoSci wybranych markeréw byly r6zne
(wyzsze/nizsze), tak jak prawidlowo opisata to Doktorantka w podsumowaniu wynikéw.

Powyzsze uwagi techniczne i edytorskie nie maja wptywu na ogélng warto$¢ naukowa
pracy, a wymienione wczesniej uwagi merytoryczne nie obnizaja wartosci poznawczej
prezentowanych wynikéw. Nalezy oczekiwac, iz uzupetnienie dyskusji wynikéw jak rowniez
brakujace informacje w zakresie wprowadzenia do tematyki badawczej i metodologii badan,
Doktorantka przedstawi w trakcie publicznej obrony.

Podsumowujgc, praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
a uzyskane wyniki s3 w moim przekonaniu bardzo cenne i podkreslajg role cynku i miedzi
oraz zwigzanych z nimi biatek w etiologii ostrego zapalenia trzustki. Praca wskazuje réwniez
na potencjalne znaczenie uwarunkowan genetycznych w rozwoju choroby. Na podstawie
niniejszej rozprawy doktorskiej, stwierdzam, iz mgr inz. Monika Oldakowska potrafi
prawidtowo przeprowadzi¢ badanie empiryczne i poprawnie zinterpretowa¢ jego wyniki. Na
szczegOlne podkreslenie zashuguje ilosé pracy wlozonej w przeprowadzenie analiz bedacych
przedmiotem badafi, obejmujacych zardwno czasochlonne oznaczenia laboratoryjne jak
rowniez analizg statystyczng uzyskanych wynikéw. Ponadto, rozprawa zostata napisana
W sposOb zrozumialy, z zachowaniem whasciwej terminologii oraz z dbaloscig o poprawnosé
jezykowa. Pomimo przedstawionych uwag merytorycznych, caloksztalt rozprawy oceniam
pozytywnie i jako Swiadczacy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia w mojej opinii warunki
okreSlone w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu
o dopuszczenie mgr inz. Moniki Otdakowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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