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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Katarzyny Rektor pt.
»Zmiany polimorficzne oraz wplyw stresoréw srodowiskowych i mechanizméw
antyoksydacyjnych w zaémie u ludzi”

Zespot dr hab. prof. nadzw. Piotra Kaminskiego Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Zielonogérskiego wsréd wielu tematow zajmuje sie analizg odpowiedzi
organizmu cztowieka na stres oksydacyjny wywotany czynnikami srodowiskowymi i
genetycznymi a takze okresleniem wpltywu zanieczyszczenia srodowiska na aktywno$c¢
mechanizmow antyoksydacyjnych. Praca doktorska mgr Katarzyny Rektor skupia sie na
badaniu wplywu szeregu czynnikbw na za¢me u ludzi: (i) badanych ankietowo wybranych
czynnikdw wewnetrznych i zewnetrznych okreslonych przez WHO (2016), (ii) aktywno$ci
mechanizmow antyoksydacyjnych (aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, SOD, katalazy,
CAT, peroksydazy glutationu, GPx, reduktazy glutationu, GR, i poziomu glutationu (GSH),
ceruloplazminy, CP, i malonodialdehydu, MDA), (iii) poziomu pierwiastkobw chemicznych
obejmujgcych makroelementy, mikroelementy i pierwiastki toksyczne, oraz (iv) zmian
polimorficznych gendéw S-transferazy glutationowej (GST), krystaliny oB (CRYAB) oraz
jednego z biatek kompleksu szlaku naprawy DNA (XRCCT). Badania prowadzono na grupie
90 pacjentow chorych na zaéme oraz grupie 60 zdrowych ochotnikow. W osoczu krwi oséb
chorych na zaéme i osob zdrowych badano stezenie pierwiastkbw chemicznych,
aktywnosc/poziom czynnikow antyoksydacyjnych i MDA oraz polimorfizm wybranych alleli
badanych gendw. Ponadto, na podstawie ankiety przeprowadzonej w obu grupach, badano
potencjalne czynniki wptywajgce na rozwdéj zaémy m. in. ptec¢, wiek, miejsce zamieszkania,
diete, styl zycia, natogi, narazenie na czynniki szkodliwe czy choroby wspdtistniejgce.

Formalny opis rozprawy

Praca przedstawiona do recenzji napisana jest tadnym i jasnym jezykiem. Autorka nie
unikneta jednak literowek i kilku btedow stylistycznych, gtdwnie zwigzanych z niepoprawnym
ttumaczeniem z jezyka angielskiego (np. ,aktywnos¢ antyoksydantowa”, ,analiza koncentraciji
pierwiastkow”). Praca jest obszerna i obejmuje 191 stron, zawiera 101 rycin oraz 34 tabele.
Uktad pracy jest typowy i obejmuje kolejno: wykaz skrétow, abstrakt, wstep, cele pracy,
rozdziaty materiat, metodyka, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, oraz liczacg 233 publikacji bibliografie, w duzym stopniu zlozong z pozycji
literaturowych opublikowanych w ostatnich 10 latach. Na koncu rozprawy umieszczono wykaz
tabel i rycin oraz 3 aneksy: wzér ankiety uczestnika badania naukowego (9 stron), wzér
deklaracji uczestnika badania naukowego ze zgodg na udziat w badaniach oraz zgode komisji
bioetycznej.
Uwagi:
- Praca mogtaby mie¢ mniejszg objetos¢, co utatwitoby jej czytanie. Do obszernej, liczacej 25
stron bibliografii mozna byto uzy¢é mniejszej czcionki i mniejszej interlinii. Niektére rysunki
przedstawiajgce wyniki mogtyby by¢ zmniejszone, zgrupowane i pokazane na jednej czy
dwdch stronach, a nie na kilku (np. Ryc. 53-58, 59-63, 64-80, 89-100).
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- \\W pracy wystepuja pewne Wedy redakcyjne, w tym niejednolity zapis pozyciji
literaturowych (tytutow artykutéw czy nazw czasopism) czy brak konsekwencji w stosowaniu
wprowadzonych skrotéw. Ponadto, czes¢ stosowanych skrotow nie jest wyjasniona w spisie
skrétow (np. GST, CRYAB, XRCC1). p-BQ to p-benzochinon a nie “p-benzachinon” (str. 3 i
123).
- W niektorych rycinach pozostawiono okreslenia w jezyku angielskim (Ryc. 11 i 16). Tabela
2 nie zostata przettumaczona na jezyk polski.

Musze jednak podkreslic, ze wszystkie niedociggniecia stylistyczne i redakcyjne, o
ktérych wspominam z obowigzku recenzenta, nie sg istotne, biorgc pod uwage duzg wartosc
merytoryczng ocenianej pracy doktorskie;j.

Merytoryczna ocena rozprawy

W poprzedzajgcym czes¢ doswiadczalng, liczagcym 34 strony Wstepie Doktorantka
scharakteryzowata narzagd wzroku i omowita najwazniejsze zagadnienia dotyczace zacmy czyli
postepujgcego zmetnienia soczewki. Ponadto oceniany rozdziat stanowi obszerny, ciekawie
napisany przeglad aktualnego stanu wiedzy dotyczgcego roli stresu oksydacyjnego,
reaktywnych form tlenu (RFT), mechanizmoéw antyoksydacyjnych, pierwiastkéw chemicznych
i uwarunkowan genetycznych w patofizjologii soczewki oka. Piszgc Wstep Autorka siegneta
do najwazniejszego pismiennictwa dotyczgcego omawianych zagadnien.
Uwagi i pytania do Wstepu:
- W tekscie nie opisano Ryciny 5, przedstawiajgcej istotne dla tematu rozprawy zmiany
konformacyjne krystaliny prowadzgce do zmetnienia soczewki.
- Strony 20, 28. Opisujac peroksydaze glutationowg btednie napisano ,...to kolejny enzym
wykazujgcy powinowactwo do nadtlenku wodoru, ktérego redukuje do dwoch czgsteczek
tlenu (Ryc. 15).” Co to jest ,anionorodnik ponadtlenkowy jonu zZelaza na trzecim stopniu
tlenienia™?
- Rycina 14. Jako zrédto RFT wymieniono ,utlenianie biatek oddechowych”. Prosze wyjasnic.
- Strona 33. Prosze omdéwi¢ ograniczong role mitochondridow jako zrédta RFT w soczewce
oka, biorgc pod uwage ich rozmieszczenie w poszczegdlnych czesciach soczewki.

W Celach pracy przedstawiono 6 realizowanych zadan badawczych. Trzeba
podkresli¢, ze oceniana rozprawa doktorska stanowi nowe, szerokie podejscie do badania
czynnikbw wewnetrznych i zewnetrznych wptywajgcych na rozwoj zaémy u cziowieka,
gtdbwnie zwigzanych z (i) stezeniem pierwiastkbw chemicznych, wynikajagcym =z
zanieczyszczenia $rodowiska i diety, (iii) stresem oksydacyjnych, na ktéry wplyw ma
produkcja RFT i aktywnos¢ systemow antyoksydacyjnych oraz (iii) zmianami polimorficznymi.
Trzeba podkreslic, ze badania prowadzono na duzej grupie badawczej ziozonej z 90
pacjentow ze zdiagnozowang za¢ma i 60 zdrowych osob.

Rozdziat Materiat opisuje przygotowywanie probek krwi do badan molekularnych
(analiza poliformizméw w obrebie wybranych gendéw) i badan biochemicznych (oznaczanie
stezenia pierwiastkow chemicznych, GPx, CP i MDA oraz aktywnos$ci wybranych enzyméw
antyoksydacyjnych).

Rozdziat Metodyka (19 stron) zawiera szczegotowe opisy stosowanych metod
badawczych. Uwage zwraca duza roznorodnos¢ stosowanych technik, Swiadczgca o
wszechstronnosci Doktorantki w pracy doswiadczalnej. Oznaczano (i) aktywnos¢ czterech
enzymow antyoksydacyjnych (SOD, CAT, GPx i GR) oraz poziom GSH i MDA przy uzyciu
zestawow biochemicznych firmy Cayman Chemicals Co. oraz stezenie CP, (ii) stezenie 5

Prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz
Zaktad Bioenergetyki, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 1. 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 58 81, fax. +48 61 829 56 36, wiesiaj@amu.edu.pl



Zaklad Bioenergetyki

UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
uAM Wydzial Biologii, Instytut Biologii Molékularnej i Biotechnologii

2

makroelementéw. 18 mikroelementow i 5 metali ciezkich przy uzyciu spektrofotometrii mas ze
wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS), oraz (iii) polimorfizm gendw
GSTT1, GSTTM1, CRY AB i XRCC1Arg399GIn przy uzyciu technik biologii molekularnej
(izolacja DNA, reakcja multiplex PCR lub PCR-RFLP, trawienie enzymami restrykcyjnymi,
elektroforeza w zelu agarozowym). W pracy zastosowano wszechstronng, szczegétowg
analize statystyczng, przy uzyciu roéznych testow statystycznych.

Pytanie do rozdziatu Metodyka:

- Czy mozliwe byto wykonanie powtorzen technicznych przy poszczegdélnych pomiarach?

W rozdziale Wyniki, ktory obejmuje 60 stron, Autorka opisuje wyniki kolejno
realizowanych zadan badawczych. Na podkreslenie zastuguje sposéb prowadzenia czytelnika
przez poszczegolne etapy analizy danych zebranych z przeprowadzonej ankiety i wynikow
pracy eksperymentalnej a takze prezentowanie uzyskanych wynikow w logicznej kolejnosci.
Kazdy omawiany punkt otwiera krotkie wprowadzenie, po ktdérym nastepuje opis wynikow i
krotkie podsumowanie. Taki uktad porzgdkuje przedstawione wyniki i utatwia ich zrozumienie.
Trzeba podkresli¢, ze Doktorantka umiejetnie, zachowujgc krytycyzm, analizowata wyniki.

Na podstawie badan ankietowych, do czynnikdw sprzyjajgcych rozwoju zacmy
zaliczono wiek, wskaznik BMI, brak zazywania preparatow witaminowych, narazenie na
dziatanie czynnikow chemicznych i wystepowanie chorob wspétistniejgcych. Natomiast,
przedstawione wyniki badan eksperymentalnych wskazujg na rézng odpowiedz systemow
antyoksydacyjnych. Mianowicie, w surowicy krwi chorych na za¢me obserwowano zwiekszong
aktywnos¢ GR i zwiekszony poziom GSH, natomiast aktywnos¢ SOD, CAT i GPx oraz poziom
CP byty zmniejszone. Co ciekawe, poziom markera uszkodzen oksydacyjnych lipidow, MDA,
byt takze obnizony. Obserwowane w surowicy krwi chorych na zaéme zmiany w stezeniu
niektorych pierwiastkbw chemicznych, w zaleznosci od ich wiasciwosci pro- czy
antyoksydacyjnych, sugerujg wzmocnienie obrony antyoksydacyjnej (poprzez zwiekszenie
poziomu Sn i Mn), zmniejszenie stresu oksydacyjnego (zwigkszenie poziomu Zn i Na) ale tez
zwiekszenie stresu oksydacyjnego (zwiekszenie poziomu toksycznych metali ciezkich As i Cd
oraz zmniejszenie poziomu mikroelementéw Cu i Fe). Szczegotowo zanalizowano korelacje
miedzy stezeniami badanych pierwiastkéw chemicznych w grupie osob zdrowych i chorych.
Ponadto, znaleziono korelacje dodatnia miedzy aktywnoscia/stezeniem  biatek
antyoksydacyjnych czy poziomem markera uszkodzen oksydacyjnych a stezeniem niektérych
pierwiastkow u pacjentéw z zacmg (miedzy Ag-SOD, Se-MDA i Sb-MDA) i os6b zdrowych
(miedzy Sn-GR). U os6b zdrowych znaleziono korelacje ujemng miedzy Cd-CAT i Pb-CAT.
Ponadto, stwierdzono, ze polimorfizmy genu GSTT (ale nie GSTM) sg powigzane z
zachorowaniem na zacme, co potwierdza role S-transferazy glutationowej (GST) w
detoksykacji zwigzkdéw cytotoksycznych i zmniejszaniu stresu oksydacyjnego. Nie wykazano
natomiast powigzania genéw krystaliny aB (CRYAB) oraz jednego z biatek kompleksu szlaku
naprawy DNA (XRCC1) z rozwojem zaémy w ludzi.

Oto kilka uwag i spostrzezen do przedyskutowania:

- Doktorantka wykazata, ze ponad 94% badanych chorych na zaéme stanowig osoby
powyzej 50 lat. Czy grupe kontrolng do badania zmian w poziomie/aktywnosci systeméw
antyoksydacyjnych i MDA oraz pierwiastkbw chemicznych nie powinny stanowi¢ przede
wszystkim osoby dopasowane wiekowo (powyzej 50 lat)? Badane parametry biochemiczne
mogg zmienia¢ sie z wiekiem. Mysle, Zze taka analiza wniostaby nowe elementy do dyskusiji
otrzymanych wynikow.

- Rycina 58. Brakuje jednostki stezenia CP.
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- Tabela 25. Otrzymane stezenia niektérych badanych metali ciezkich sg bardzo mate, stad
powinny by¢ przedstawione w pg/L a nie mg/L.

- Autorka czesto uzywa okreslenia ,stezenie” dla enzymoéw antyoksydacyjnych cho¢ badata
ich aktywnos¢ oraz okresla MDA jako czynnik antyoksydacyijny.

- Punkt 5.7. Analizujgc frekwencje genotypéw i alleli dla badanych gendéw, Doktorantka
stwierdzita zgodnos¢ z prawem Hardy-Weinberga i uzyskanie réwnowagi genetycznej w
przypadku genow XRCCT i GSTT1 ale nie w przypadku genéw CRY AB i GSTM1. Prosze
przedyskutowac wyniki tej analizy.

- W punkcie 8 podrozdziatu Podsumowanie wynikow Doktorantka pisze o badaniu korelacji
GPx i SOD oraz CAT i CP. Nie widze w rozdziale Wyniki analizy korelacji miedzy czynnikami
antyoksydacyjnymi w grupie os6b zdrowych i chorych.

- Strona 119. Przedstawione wyniki badan ankietowych nie pokazuja, ze miejsce
zamieszkania w miescie powyzej 10 tys. mieszkancéw i palenie papieroséw mozna powigzac
z rozwojem zacmy o czym pisze Doktorantka.

Liczacy 18 stron i podzielony na 4 porzadkujgce punkty rozdziat Dyskusja w zasadzie
wyczerpuje aspekty wynikajgce z wynikow wiasnych na tle w petni wykorzystanych wynikow
innych badaczy. W Dyskusji doktorantka solidnie i krytycznie przedyskutowata otrzymane
wyniki, cho€ ich interpretacja nie zawsze byta tatwa i jednoznaczna. Lektura tego rozdziatu,
podobnie jak Wstepu, Swiadczy o duzej wiedzy Autorki i swobodnym poruszaniu sie w
literaturze naukowej zwigzanej z etiologig zacmy,- powigzaniem jej rozwoju z szeregiem
czynnikow wewnetrznych i zewnetrznych, w tym zanieczyszczeniem Srodowiska, stylem zycia
i chorobami wspofistniejgcymi oraz homoeostazg pierwiastkdw chemicznych, dziataniem
systemow antyoksydacyjnych czy uwarunkowaniami genetycznymi. Bardzo ciekawie Autorka
przedyskutowata  bezposrednig/posrednig  aktywnos¢ pro- czy  antyoksydacyjng
poszczegolnych badanych pierwiastkbw chemicznych, szczegolnie w kontekscie ich
powigzania z enzymami antyoksydacyjnymi. Na przyktad, obnizone stezenie waznego
kofaktora enzyméw antyoksydacyjnych - Cu, obserwowane u chorych na zaéme, moze
powodowaé mniejszg aktywnos$¢ SOD i CAT

Praca mgr Katarzyny Rektor stanowi wazny wktad w poznawaniu znaczenia stresu
oksydacyjnego, udziatu systemow antyoksydacyjnych i pierwiastkow chemicznych w
patogenezie i w rozwoju zacmy. Badania o tak szerokim spektrum i wielopoziomowosci
badanych parametrow stanowig pierwsze tego typu opracowanie. W dalszej perspektywie
moga by¢ pomocne przy opracowywaniu lekow hamujgcych rozwoj zacmy. Waznym wynikiem
jest pokazanie po raz pierwszy, ze w populacji kaukaskiej polimorfizmy genu GSTT sg
powigzane z zachorowaniem na zaéme. Cze$¢ badan opisanych w pracy jest juz
opublikowana. Jestem przekonana, ze badania te wzbudzg duze zainteresowanie w gronie
lekarzy, biologow i ekologow.

W czasie lektury Dyskusji nasuneta mi ogolna uwaga:

- W pracy wykazano obnizenie uszkodzen oksydacyjnych na poziomie lipidow (obnizony
poziom markera MDA) w surowicy krwi os6b chorujgcych na zaéme, co wskazywatoby na
mniejszy poziom stresu oksydacyjnego. Czy tak jest istotnie? Moze warto bytoby takze badaé
poziom uszkodzen oksydacyjnych innych makroczgsteczek (biatek i DNA) a takze poziom
produkcji RFT.

Podsumowanie

Wspomniane wczesniej uwagi oraz btedy jezykowo-redakcyjne nie majg wptywu na
mojg bardzo pozytywng ocene przedstawionej pracy, jej wartosci merytorycznej oraz
znaczenia przeprowadzonych badan. Wyniki eksperymentéw przedstawione w rozprawie nie
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:viko stanowig dobrg podstawe do dalszych badan ale réwniez sg istotne dla zrozumienia
etiologii i rozwoju zaémy, a takze w przysztosci dla diagnostyki i leczenia tej choroby. W
szerszym aspekcie, badania opisane w ocenianej pracy doktorskiej sg takze wazne dla
zrozumienia znaczenia czynnikbw srodowiskowych i genetycznych oraz odpowiedzi
antyoksydacyjnej w funkcjonowaniu i rozwoju patologii komérek/organizmu. Biorgc pod uwage
merytoryczng i innowacyjng wartoS¢ pracy, znaczenie przeprowadzonych badan,
pracochtonno$¢ i roznorodnosé doswiadczen i analiz, a takze umiejetnosS¢ prezentowania i
dyskutowania wynikéw, uwazam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Wnioskuje zatem o dopuszczenie mgr
Katarzyny Rektor do dalszych etapow przewodu doktorskiego i o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej stosowng nagroda.
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