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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Agaty Sarniak
pt. Badanie wybuchu oddechowego i mitochondrialnej produkcji reaktywnych form tlenu
metoda chemiluminescencji

Rozprawa doktorska przedtozona przez mgr Agat¢ Sarniak pochodzi z Zaktadu Fizjologii
Ogolnej Katedry Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej Wydziatu Nauk Biomedycznych i
Ksztatcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, placoéwki znanej i cenionej
z powodu prowadzenia szeroko zakrojonych wielokierunkowych badan z zakresu fizjologii
jak i patofizjologii, prowadzonych zaréwno na materiale doswiadczalnym jak i klinicznym.

Tematyka pracy jest aktualna i bardzo interesujgca, skupia si¢ bowiem na zagadnieniach
zwigzanych z dzialaniem reaktywnych form tlenu, ktére z jednej strony sa toksycznymi
produktami metabolizmu komoérkowego, z drugiej zas wykazano, ze organizmy nie tylko
przystosowaty si¢ do koegzystencji z tymi niebezpiecznymi czasteczkami, ale wypracowaly
tez mechanizmy umozliwiajace pozyteczne wykorzystanie wolnych rodnikow jako
biomolekut bioragcych udzial w regulacji funkcji komorkowych, co gwarantuje prawidlowy
przebieg wielu procesow fizjologicznych. Dzigki uktadowi antyoksydacyjnemu utrzymywana
jest homeostaza prooksydacyjno-antyoksydacyjna, a jej zachwianie na rzecz oksydantow nosi
nazwe ,stresu oksydacyjnego” - w ktorym dochodzi do szkodliwego oddzialywania
reaktywnych form tlenu na lipidy, bialka enzymatyczne i DNA. Nadmierna produkcja
reaktywnych form tlenu ma znaczenie kliniczne — stanowi element patogenezy m.in. chor6b
uktadu sercowo-naczyniowego, niedokrwiennych, nowotworowych, neurodegeneracyjnych
jak choroba Alzhaimera i Parkinsona, a przede wszystkim procesu starzenia si¢ organizmu.
Ocena intensywnosci syntezy reaktywnych form tlenu w réznych jednostkach chorobowych
pozwala na poznanie ich patogenezy. W tym celu wykorzystuje si¢ zjawisko
chemiluminescencji, bowiem syntezie reaktywnych form tlenu towarzyszy emisja §wiatla.
Podjecie przez Doktorantke proby ustalenia optymalnych warunkéw dla testu
chemiluminescencji krwi pelnej pozwalajacego na monitorowanie produkcji reaktywnych
form tlenu w trakcie wybuchu oddechowego fagocytow i przeprowadzenie w dalszym etapie
rozbudowanej pracy do§wiadczalnej zasluguje wigc na uznanie.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 145 stron i zostala podzielona na
klasyczne rozdzialy stosowane w tego typu opracowaniach.



Poprzedza jg przejrzysty Spis Tresci (3 strony) i wyczerpujace Wykazy Skrotow i
Symboli (2 strony). W tej czesci zastosowanie FMLP zamiast fMLP jest w pierwszej chwili
mylace.

We Wstepie liczacym 29 stron Doktorantka na podstawie aktualnego pi$miennictwa
przedstawia rozne aspekty dziatania reaktywnych form tlenu, wymienia najwazniejsze z nich,
omawia ich znaczenie, miejsca powstawania w organizmie, funkcje biologiczne. Ttumaczy
czym jest ,,wybuch oddechowy fagocytow”, a takze szczegdlowo opisuje role oksydazy
NADPH 1 mitochondrialng produkcje reaktywnych form tlenu w polaczeniu z dzialaniem
inhibitorow tancucha oddechowego na ten proces. Ta czes¢ dysertacji ma walory bardzo
precyzyjnej, a z uwagi na temat (,,stres oksydacyjny”) wartosciowej pracy przegladowe;.
Autorka uzywa okreslenia reaktywne formy tlenu i skrotu RFT, co jest jak najbardziej
prawidtowe, cho¢ ze wzgledu na powszechne w piSmiennictwie stosowanie skrotu ROS (ang.
reactive oxygen species) mozna go bylo przynajmniej raz przytoczy¢ tym bardziej, ze w
innych miejscach Wstepu rozwinigcia skrotow w jezyku angielskim (mniej znanych) sa
obecne (np. str 3). Nie znalaztem w tej czgéci rozprawy pozycji pismiennictwa 72. We
Wstepie warto zwroci¢ uwage na bardzo przejrzysta autorska Rycine 4.

Uzasadnienie podjecia badan, innymi stowy zalozenia pracy, prowadza do
sformulowania pigciu zasadniczych celow dysertacji: 1. Okreslenia optymalnych warunkéw
testu chemiluminescencji krwi peinej monitorujacego produkcje RFT w trakcie wybuchu
oddechowego. 2. Woykorzystania testu chemiluminescencji w celu monitorowania
mitochondrialnej produkcji RFT. 3. Wykorzystania testu chemiluminescencji w celu
monitorowania produkcji RFT w trakcie wybuchu oddechowego granulocytow. 4.
Sprawdzenia czy granulocyty obojetnochtonne niezdolne do wybuchu oddechowego
produkuja RFT po zablokowaniu tancucha oddechowego cyjankiem potasu. 5. Sprawdzenia
czy wielokrotnej ekspozycji granulocytow na dziatanie cyjanku potasu towarzyszy wzrost
chemiluminescencji i czy komorki te zdolne sg do wybuchu oddechowego. W komentarzu do
Zatozen pracy zastanawiam si¢ Czy troche niefortunne nie jest stwierdzenie, ze ,,komorki
fagocytujace wytwarzaja w trakcie wybuchu oddechowego pewng ilos¢ RFT, ktore peinig role
bakteriobdjcza. Jednak nadmierna produkcja RFT prowadzi do stresu oksydacyjnego, ktory
uwazany jest za jeden z gltownych czynnikéw odpowiedzialnych za powstawanie wielu
chordb i za proces starzenia organizmu”. Stowo ,,Jednak” sugeruje ewidentne potaczenie tych
czesto oddzielnie toczacych si¢ patomechanizmow chorobowych (tu: np. zakazenie
bakteryjne vs. starzenie si¢ organizmu). W mojej opinii w Celach pracy nie powinno si¢
stosowaé skrotow nazw, jesli nie sa powszechnie stosowane w medycynie. Postawienie sobie
celu optymalizacji testu chemiluminescencji oceniam bardzo wysoko — ten fakt jest dla mnie
przestanka, ze Doktorantka bierze pod uwage praktyczne zastosowanie metody w medycynie.

Wystarczajacy dla celow zamierzonej pracy material kliniczny obejmowat 97 oséb
obojga plci (57 kobiet 1 40 mezczyzn) W wieku 19-65 lat. Zastanawialem si¢ co oznacza +/-
9,9 (SD?). Podczas rekrutacji do badania zastosowano 3 zrozumiale/oczywiste w tym
przypadku kryteria wytaczenia.

Rozdziat Metody (16 stron) jest dla mnie imponujacy, a czytajac go odniostem
wrazenie, ze Doktorantka porusza si¢ w tym zakresie bardzo swobodnie i samodzielnie co
wynika zapewne z duzej wiedzy i umiejetnosci. Opis metodologii byt dla mnie zrozumiaty
cho¢ nie jestem biochemikiem 1 diagnostg laboratoryjnym. Oznaczen dokonano z uzyciem nie



budzacych zastrzezen nowoczesnych technik analitycznych. Zgromadzony materiat
opracowano statystycznie prawidtowo stosujgc testy odpowiednie do tego typu opracowan.
Rozdzial Wyniki zawiera 34 czytelne ryciny i 18 czytelnych tabel. Rozdziat ten jest

bardzo bogato ilustrowany i precyzyjnie opisany - zawiera duza ilo§¢ obserwacji
biochemicznych i statystycznych oraz poréwnan, z ktorych cze$¢ wybiega poza zalozone cele
pracy.

Dyskusja obejmuje 21 strony. Ulatwieniem w jej czytaniu byloby przytaczanie w
niektorych miejscach numeréw rycin i tabel. Trzonem dyskusji jest wyczerpujacy przeglad
pismiennictwa. Tak obszerna i rzeczowa dyskusja dowodzi szerokiej i rzetelnej wiedzy
Doktorantki dotyczacej poruszanych zagadniefi, umiejetnosci wykorzystania aktualnych
danych z pismiennictwa jak réwniez umiejetnosci krytycznego rozpatrywania argumentow
przemawiajacych za wnioskami. W Dyskusji odczulem pewien niedosyt zwigzany z brakiem
podjecia przez Doktorantke préby nawigzania, w oparciu 0 pi$miennictwo, do aspektu
klinicznego np. do zastosowania wlasnych spostrzezen metodologicznych (i nie tylko) w
poznaniu patogenezy niektorych jednostek chorobowych.

Proponowane wnioski w liczbie 8 znajdujg oparcie w catosci wywodow Doktorantki,
aczkolwiek w wiekszosci majg raczej forme opisu uzyskanych wynikow. Whniosek 1 jest
jednoznaczny i bardzo praktyczny, nie powinien jednak mie¢ formy réwnowaznika zdania.
Powinno raczej by¢: ,,Optymalnymi warunkami testu chemiluminescencji ... sg:....”. W
mojej opinii we Wnioskach nalezy unikaé stosowania skrétow nazw.

Pigmiennictwo w wigkszosci anglojezyczne, nie pomijajace jednak istotnych doniesien
polskich sktada si¢ z 205 pozycji. Rozdzial ten, nalezatoby poprawi¢ pod wzgledem
edytorskim (przeciwnie do perfekcyjnie opracowanych w tym zakresie rozdzialow
wezesniejszych). Dysertacja zawiera streszczenia w jezyku polskim (4 strony) i angielskim (4
strony).

Przechodzac do zbiorczej oceny rozprawy doktorskiej przedtozonej przez mgr Agate Sarniak
stwierdzi¢ trzeba, ze dysertacja ta dotyczy zagadnienia niezwykle aktualnego, waznego i
interesujacego nie tylko ze wzgledow poznawczych, lecz takze — moze nawet przede
wszystkim — juz wkrotce ze wzgledow  praktycznych, klinicznie uzytecznych.
Przeprowadzone badania przyniosty bardzo wazne informacje metodologiczne, pozwalajace
na standaryzacj¢ testu chemiluminescencji i przygotowania materiatu biologicznego do badan
wybuchu oddechowego 1 mitochondrialnej produkcji reaktywnych form tlenu. Oceniana
rozprawa wskazuje na bardzo dobra ogdlna wiedzg teoretyczng na temat fizjologii 1
patofizjologii homeostazy prooksydacyjno-antyoksydacyjnej a takze dowodzi umiejgtnosci
prowadzenia pracy badawczej w tym zakresie. Zebrany material jest wystarczajacy dla
nalezytego udokumentowania wnioskow a metodyka postepowania badawczego jest dobrana
whasciwie oraz precyzyjnie opisana. Catos¢ przedstawionych powyzej uwag nie narusza,
moim zdaniem, najbardziej istotnych cech ocenianej rozprawy: umiejetnosci wiasciwego
postawienia aktualnego problemu badawczego oraz poprawnego jego rozwigzania W
granicach okreslonych celem badan. Oceniana rozprawa nosi cechy samodzielnego dorobku
naukowo-badawczego Autorki. Zglaszam przeto do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk
Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek
o dopuszczenie mgr Agaty Sarniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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