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Wprowadzenie do oceny rozprawy

Doktorantka, mgr Justyna Katarzyna Matczak podjeta temat wptywu reaktywnych formy
tlenu i azotu, wytwarzanych podczas stresu oksydacyjnego lub jako produkty uboczne
tlenowego metabolizmu komdrki na modyfikacje zwigzkdw biologicznych. Gtéwnym
sktadnikiem komorki ulegajacym oksydacji sa biatka. Zmiany oksydacyjne w biatkach,
spowodowane przez reaktywne formy tlenu i azotu obejmujg: tworzenie
wodoronadtlenkéw  biatek, hydroksylacje reszt aminokwaséw aromatycznych
i alifatycznych, nitrowanie reszt aminokwaséw aromatycznych, utlenianie grup -SH,
utlenianie reszt metioniny, przeksztatcanie niektorych reszt aminokwasowych w pochodne
karbonylowe, fragmentacje fancucha polipeptydowego czy tez tworzenie wigzan
krzyzowych (1, 2).

Nadmierne generowanie reaktywnych form tlenu (RFT), azotu (RFA) czy chloru,
takich jak m.in. podchloryn (OCI-) czy nadtlenoazotyn (ONOO-) moze by¢ przyczyna rozwoju

choréb cywilizacyjnych. Wysokie stezenie RFT przyczynia sie do wystapienia stresu

oksydacyjnego, co prowadzi do zaburzenia fizjologii uktadu hemostazy i jest $cisle zwigzane
z wystepowaniem choréb uktadu sercowo-naczyniowego, takich jak miazdzyca i zakrzepica
(3). Stres oksydacyjny lezy takie u podstaw patofizjologii choréb neurodegeneracyjnych,

choréb nowotworowych (4, 5), cukrzycy typu 2 (6), a takze starzenia sie organizmu (7).
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Na podstawie analizy wynikdw wielu badan wypracowano i opublikowano wspdlne
stanowisko, stwierdzono jednoznacznie, ze oksydacyjne modyfikacje biatek lezg u podstaw
wiekszosci chorob cywilizacyjnych (2).

Jednym z elementow szkodliwego dziatania RFT sg opisywane w pismiennictwie 2
modyfikacje biatek uktadu krzepniecia, a dotyczace w pierwszym rzedzie fibrynogenu (8-
13), rzadziej opisywane sg modyfikacje biatek uktadu fibrynolitycznego (14).

Autorzy licznych publikacji zwracajg szczegdlng uwage na oksydacyjne modyfikacje biatek
uktadu krzepniecia pociggajace za sobg takie zmiany w ich strukturze (np. opornosé
widknika na proteolize), ktore przyczyniajg sie z do rozwoju ryzyka wystapienia zakrzepicy
(15-17).

Obecnie nie ma wskazan do farmakologicznego hamowania w/w modyfikacji, ale uwaga
badaczy skupia sie na interwencjach dietetycznych i nalezy oczekiwaé, e bedzie
przybywato dowoddéw na celowos¢ stosowania takich interwenciji.

W wiekszosci aktualnych publikacji dominuje poglad, ze niezbedne jest precyzyjnie opisanie
mechanizméw dziatania RFT i opracowanie skutecznych strategii ograniczania ich
szkodliwego dziatania (4, 18-22).

W tym kontekscie, zastosowanie antyoksydantow, ktére moga odwrdci¢/zahamowacé

toksyczne dziatanie RFT, jest ze wszech miar celowe i godne wnikliwych badan (23-25).

Biorac za podstawe przytoczony przeglad pismiennictwa, mozna z catg pewnoscia
stwierdzi¢, ie podjecie przez Doktorantke tematu oceny dziatania podchlorynu
i nadtlenoazotynu na wybrane elementy uktadu hemostazy jest uzasadnione.

Ponadto cele pracy sa zgodne z najnowszym wynikami badarn naukowych

i wychodzg naprzeciw oczekiwaniom klinicystow (16-18).
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Charakterystyka i ocena rozprawy

Schemat badania

Oceniana praca jest typowaq pracg doswiadczalng. Schemat badania mozna opisa¢ w 3

jedenastu punktach:

1. lzolowanie fibrynogenu i plazminogenu z osocza zakupionego w RCKK.

2. Poddanie badanych biatek dziataniu nadchlorynu lub nadtlenoazotynu.

3. Inkubowanie badanych biatek z antyoksydantami.

4. Poddanie badanych biatek dziataniu nadchlorynu lub nadtlenoazotynu w
obecnosci antyoksydantow.

5. Proby z nadchlorynem blokowano za pomocga L-metioniny.

6. Prébki biatek, po przeprowadzeniu inkubacji poddawano rozdziatom
elektroforetycznych Dot blot oraz Western blot.

7. W probach biatek po wystawieniu na dziatanie badanych czynnikéw wykonywana
byta polimeryzacja (fibrynogenu) i liza osocza/ badanie aktywnosci
amidololitycznej plazminy

8. W prébach biatek po wystawieniu na dziatanie badanych czynnikéw wykonano
oznaczenie grup karbonylowych technika Dot i Western blot

9. W prdbach biatek po wystawieniu na dziatanie badanych czynnikow wykonano
oznaczenie grup karbonylowych metodg ELISA.

10. Detekcja 3-nitrotyrozyny technikg Dot i Western blot

11. Oznaczanie stezenia znitrowanego fibrynogenu w osoczu metodg ELISA

Cele pracy

1. Ocena wptywu modyfikacji czasteczek fibrynogenu i plazminogenu, wywotanych

przez reaktywne formy tlenu, azotu i chloru na wifasciwosci biologiczne obu
biatek. Fibrynogen i plazminogen poddawano dziataniu podchlorynu oraz

nadtlenoazotynu.
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2. Okreslenie struktury fibrynogenu i plazminogenu, poziom markerow stresu
oksydacyjnego technikami: Dot blot, Western blot, testem ELISA oraz metodami

spektrofluorymetrycznymi.

3. Ocena wtasciwosci prozakrzepowych, fizyko-chemicznych i litycznych fibryny, a

takze aktywnosc amidolitycznych plazminy.

4. Préba opracowania warunkéw metody immunoenzymatycznej, stuzacej do
oznaczenia stezenia znitrowanego fibrynogenu w osoczu krwi cztowieka.
Warunki metody zostaly dostosowane do potencjalnego, komercyjnego

zastosowania w diagnostyce laboratoryjnej.

5. Okredlenie dziatania antyoksydacyjnego wybranych zwigzkéw polifenolowych

oraz, cieszacych sie w ostatnim czasie duzym zainteresowaniem, nitroksydow.

Gtowny tekst ocenianej pracy liczy 146 stron maszynopisu, z czego 11 zajmuje
pismiennictwo, obejmujace 184 pozycje. Praca zawiera 32 tabele, 72 ryciny. Uktad pracy
jest charakterystyczny dla prac eksperymentalnych, i obejmuje cze$¢ teoretyczng, opis
stosowanej metodyki badawczej, omdéwienie wynikéw oraz ich dyskusje. Praca zakoriczona

jest podsumowujgcymi wnioskami oraz streszczeniem.

o W czesci wstepnej Autorka opisuje bardzo obszernie uktad hemostazy oraz
zaburzenia jego elementéw pod wptywem reaktywnych form tlenu.

e Zatozenia i cele pracy sg przedstawione obszernie, ale bhez szczegétowego
wypunktowania.

e Opis metod zastosowanych w pracy jest bardzo szczegétowy.

& Wczesci doswiadczalnej Doktorantka prezentuje przyttaczajgca liczbe wynikow.
e Dyskusja jest konkretna i odnosni sie w przewazajacej mierze do prezentowanych
wczesniej wynikow.

e Pismiennictwo jest bardzo obszerne i w przewarzajacej czesci aktualne.
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Szczegdlnie wartosciowg czescig pracy jest opis i wyniki zastosowania dwdch
uktadéw modelowych, ktore pozwolity na testowanie ochronnych witasciwosci zwigzkow 5
fenolowych pochodzenia roslinnego i nitroksydow. Wedtug mojej opinii model z
zastosowaniem fibrynogenu mozna uznac za obiecujacy (8-12, 23, 24, 26). Pozwala on na
obserwacje zmian strukturalnych, regionalnych modyfikacji i zmian czynnosciowych.

Wyniki dotyczace antyoksydacyjnych wiasciwosci nitroksydow, szczegdlne TEMPO
pozwalaja na konstruowanie hipotez dotyczacych ich praktycznego zastosowania w
profilaktyce i wspomaganiu leczenia chordb cywilizacyjnych (27-29).

Ponadto watek przygotowania testu, stuigcego do oznaczenia steienia
znitrowanego fibrynogenu w osoczu krwi cztowieka wpisuje sie w biezace potrzeby
diagnostyki laboratoryjnej (12, 30, 31).

Ogdlnie, rozprawa doktorska mgr Justyny Katarzyny Matczak sprawia solidne
wrazenie, zaréwno jesli chodzi o wytyczenie kierunku badan i celu pracy, jak i sposobow
realizacji tych celéw oraz podsumowania wtasnych wynikéw badan. Oceniajac pozytywnie
recenzowang prace wedtug ogolnie przyjmowanych kryteriach recenzji prac doktorskich,
ponizej zamieszczam wykaz moich watpliwosci oraz komentarzy do niektorych watkow
rozprawy. Pragne podkresli¢, ze nalezy je odczytac nie jako krytyke pracy, lecz raczej jako
zachete dla Doktoranta do przedstawienia wtasnych opinii oraz wyjasnien w stosunku do

poruszanych kwestii.

Uwagi, watpliwosci, pytania i komentarze

Czesc teoretyczna

1. Wstep jest zbyt ogdlny i dotyczy gtdwnie opisu uktadu hemostazy.

2. Najwazniejsza cze$é, czyli opis stresu oksydacyjnego, nie wprowadza bezposrednio
do wyznaczonych zadan badawczych. Zbyt mato jest informacji o znaczeniu
modyfikowanego fibrynogenu i plazminogenu w patofizjologii choréb
zakrzepowych.
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3. Opis patofizjologii zakrzepicy jest przedstawiony bez powigzania z modyfikacjami

badanych biatek (fibrynogen, plazminogen).

Cel i zatozenia pracy

4. Wskazane jest przedstawienie celu pracy w postaci hipotez badawczych lub pytan.

Metodyka

5. Przed szczegotowym opisem zastosowanych metod brakuje krotkiego opisu
przeprowadzonego eksperymentu (plan eksperymentu).
6. Czy oznaczenia wykonywane byty w powtdrzeniach, jaki wspétczynnik zmiennosci

CV przyjeto w pracy dla stosowanych metod?

Wyniki
7. W pracy Doktorantka zastosowata ogromna licze wykreséw i tabel. Nadmiar
prezentowanych informacji jest nieco przyttaczajacy.

8. Niektdre z wykreséw s3 nieczytelne.

Dyskusja

9. Opis znaczenia modyfikacji srodbtonka naczyniowego i piytek krwi jest nie
potrzebny. Nie dotyczy wynikéw pracy.

10. Dyskusja dotyczaca modyfikacji oksydacyjnej fibrynogenu i plazminogenu nie
uwypukla réznic i podobiedstw omawianych wynikow z podobnymi badaniami
przeprowadzonymi przez innych autoréw. Trudno jest odrdznié¢ ktére fragmenty

tekstu dotycza wiasnych wynikéw doktorantki, a ktére cytowanych publikacii.

11. W pracy nie znaleziono wyiszych stezen znitrowanego fibrynogenu we krwi
pacjentéw chorujacych na stwardnienie rozsiane lub szpiczak mnogi. Doktorantka
powotuje sie na nieopublikowane badania, w ktérych znaleziono zaleznosé
(wystepowanie choroby — podwyiszone stezeni nitro-Fg). W dyskusji brak jest

informacji jaka to byta grupa. W czesci materiaty i metody brakuje opiséw grup
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pacjentéw, a w czesci wyniki — brak wynikow tej czesci pracy. Wskazana by byta
szersze przedyskutowanie uzyskanych wynikow.

12. Stwierdzenie Doktorantki ,, ..metoda ta moze zapewnic szybkie, czute, selektywne i
niezawodne narzedzie biologiczne do wykrywania jednego z najwazniejszych 7
markerdw stresu oksydacyjnego w rozwoju zaburzen krzepniecia krwi” jest zbyt
daleko idace, gdyz brakuje ,w recenzowanej pracy, wynikdw upowazniajacych do
takiej konkluzji.

13. Dyskutowanie zmian stezenia 3-cholorotyrozyny we krwi pacjentéw nie ma
poparcia w wynikach wtasnych Doktorantki.

14. W kolejnych fragmentach dyskus;ji przywolywane sg prace kliniczne
przedstawiajgce znaczenie oksydacyjnych modyfikacji fibrynogenu i plazminogenu,
bez odniesien do eksperymentéw in vitro podobnych do ukfadow
eksperymentalnych zastosowanych przez Doktorantke.

15. Opis polifenoli powinien sie znaleZ¢ w czesci teoretycznej, a nie w dyskusiji.

Whioski
16. Wnioski nie do konica odzwierciedlaja zatozenia/cele pracy. Przede wszystkim
brakuje informacji o praktycznym zastosowaniu testu do oznaczania znitrowanego

fibrynogenu we krwi.
Pismiennictwo

17. Doktorantka powotuje sie na 222 publikacje, ale wskazane byto by uzupetnienie

pismiennictwa o niektore najnowsze pozycje.

Podsumowanie

Prace opisujgcg szkodliwy wptyw reaktywnych form tlenu (RFT), azotu (RFA) czy
chloru, takich jak m.in. podchloryn (OCl-) czy nadtlenoazotyn (ONOO-) na biatka uktadu
krzepniecia i proponujacag metody ich niwelowania nalezy uznaé za wartosciowa
i posiadajgcg znaczenie praktyczne. Naleizy podkresli¢, ze czes¢ wynikow zostata juz
opublikowana (30).
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Doktorantka przedstawia wyniki, ktére wzbogacajg nasza wiedze o czynnikach
ryzyka, choréb cywilizacyjnych. Najbardziej wartosciowe wyniki dotyczg modeli
eksperymentalnych umozliwiajgcych badania wtasciwosci réznych antyoksydantow.
Od strony praktycznej Doktorantka wykazata sie dobrg znajomoscia wielu technik 8
doswiadczalnych, swoboda w zakresie postugiwania sie nimi i trafnym formutowaniem
wnioskow z prowadzonych badan. Uwzgledniajac ciekawe rozwigzania pracy
eksperymentalnej lezacej u Zrodet ocenianej pracy, jak rowniez jej wartosci poznawcze
oraz znajomosc¢ problematyki badan, uwazam, ze praca spetnia wymagania ustawy o tytule
naukowym i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku z uwzglednieniem
pozniejszych. W zwigzku z powyiszym, z prawdziwg przyjemnoscia, przedktadam Wysokiej
Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tdédzkiego wniosek o
dopuszczenie mgr Justyny Katarzyny Matczak do dalszych etapow przewodu doktorskiego

oraz obrony pracy doktorskiej.

todz, dnia 21 listopada 2017 r.
dr hab. Jacek Golariski
Zaktad Zaburzen Krzepniecia Krwi
Katedra Nauk Biomedycznych
Uniwersytet Medyczny w todzi
ul. Mazowiecka 6/8
92-215 tod?
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