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pracy doktorskiej mgr Sabiny Galiniak pt. “Molc};fglfcacj]: glikacji biatek przez stres oksydacyjny i
antyoksydanty”

Reaktywne formy tlenu sa normalnym produktem metabolizmu gtéwnie mitochondriéw. Jednakze w procesie
zapalnym dochodzi do nadprodukeji tych zwiazkéw i to zjawisko, zwane stresem oksydacyjnym, przyczynia si¢ w
istotny sposdb do niszczenia patogendw badz ksenobiotykow atakujacych organizm. W procesie przewleklego
zapalenia stres oksydacyjny moze wywola¢ znaczne szkody w samym organizmie. Jedng z takich szkod jest
wzmozenie procesu glikacyi biatek. Sam proces glikacji, uwazany za zjawisko szkodliwe, oraz akumulacja
“produktéw zaawansowanej glikacji” {Advanced Glication End Products, AGE) jest, wedtug wielu badaczy,
istotng przyczyna procesu starzenia.

Powstawanie AGE jest zjawiskiem w pewnym sensie fizjologicznym a biatka zewnatrzkomérkowe tak
zmodyfikowane eliminowane sa z otoczenia przy pomocy receptorow, z ktérych najwazniejszym wydaje sig by¢
RAGE. W procesach patologicznych, a zwlaszcza w cukrzycy dochodzi do nagromadzenia AGE, a w
konsekwencji stresu zwigzanego z ostabieniem prawidlowego funkcjonowania bialck, prowadzacego do réznych
powiklan cukrzycowych. Dlatego wiele uwagi poswiecono badaniom procesu formowania AGE przy
ponadnormatywnym stezeniu cukréw a zwlaszeza glukozy. Natomiast literatura opisujgca procesy tworzenia AGE
w przypadku normoglcemii oraz w przypadkach przewleklego stanu zapalnego i zwigzanego z nim stresu
oksydacyjnego jest skapa.

I wlasnie rozprawa doktorska pani mgr Sabiny Galiniak “Modyfikacje glikacji bialek przez stres oksydacyjny i
antyoksydanty” prébuje rzuci¢ $wiatto na proces tworzenia AGE przez stres oksydacyjny w dwoch jednostkach
chorobowych, ktorym wtdruje mniej lub bardziej przewlekly proces zapalny: mianowicie w stwardnieniu
rozsianym oraz w mukowiscydozie. W dodatku autorka badaia rolg chelatoréw zelaza na proces glikacji albuminy.

Praca przedstawiona jest w formie zbioru trzech publikacji oraz obszernego autoreferatu.

Dr Yanusz Wegrowski, Laboratoire de Biochimie Médicale, Faculté de Médecine,
51 Rue Cognacq-Jay, C5 30018, 51095 Reims, France. Tél : (33) (0)3 26 91 37 34 ; Fax : (33) (03 26 91 80 55
medvyeinuniv-reims. it ; yanusz wegrowski@univ-reims.{r



s.fr
mailto:yanusz.wegrowskii@univ-reirns.fr

Stwardnienie rozsiane jest procesem patologicznej demielinizacji neurondw o podtozu antoimmunologicznym,
czesciowo genetycznym, ktdrego etiopatogeneza nie do konca jest poznana, W chorobie tej istotnym czynnikiem
jest przewlekly badz powracajacy proces zapalny. W pierwszej przedstawionej publikacji doktorantka zaj¢ta sie
oszacowaniem produktéw glikooksydacji biatek u nieleczonych pacjentéw, u ktorych zdiagnozowano
stwardnienie rozsiane w postaci rzutowo-remisyjnej i pacjentéw wykazujacych nawroty kliniczne choroby w
pordéwnaniu z grupa kontrolng osob zdrowych w podobnym przedziale wiekowym. Dodatkowo pani mgr Sabina
Galiniak szacowala te same parametry u pacjentdow leczonych trzema $rodkami farmaceutycznymi, dwoma
lekami przeciwzapalnymi, interferonem beta la oraz interferonem beta 1b a takze glatiramerem, ktéry jest
polimerem statystycznym czterech aminokwaséw o réznym stopniu spolimeryzowania i ktérego dziataniem ma
by¢ neutralizacja przeciwcial reagujacych z biatkiem zasocjowanym z mieling (mielin associated protein).
Doktorantka szacowata w surowicy pacjentow stegzenia wezesnych oraz koncowych produktéw glikacji
(odpowiednio zwiazkow typu Amadoriego i tak zwanego glikoforu), produktéw zaawansowanego utlenienia
bialek oraz caly szereg produktéw charakterystycznych dla stresu oksydacynego jak na przykiad, uktad
tyrozyna/dityrozyna czy tryptofan/kinurenina i formylokinurenina, a takze biatkowych grup tiolowych i
karbonylowych. Zrecznie wybrany zakres badanych parametrow pozwala na wyczerpujacg charakteryzacje

zaréwno procesu glikacji jak 1 procesow oksydacyjnych biatek surowicy.

U chorych na stwardnienie rozsiane doktorantka zaobserwowala statystycznie istotny wzrost zawartosci
produktéw zaawansowanej glikacji i zaawansowanych produktéw utlenienia biatek, bez zmian stgzenia
produktow glikacji w ptynie mézgowo-rdzeniowym. Badanie plynu mozgowo-rdzeniowym obejmowato
wylacznie dwie grupy. W pracy nie wyjasniono jak dobierano grupg kontrolng i czy byfa ona poddawana
leczeniu. Nie ma tez wyjasnienia jakiemu leczeniu poddana byta grupa chorych charakteryzujaca sig nawrotami
klinicznymi i czy stosowane srodki farmakologiczne mogly wplywad na badane parametry. Na przykiad grupa ta

ma wyraznie obnizony poziom zawartosci produktdéw zaawansowanej glikacji w stosunku do grupy nieleczone;.

Ciekawym wynikiem jest zaobserwowana korelacja miedzy wskaznikami procesu zapalnego jakim jest biatko
C oraz stezeniem leukocytow w krwi a, zwlaszeza migdzy tymze biatkiem a zawartoécia w surowicy
zaawansowanych produktéw utlenienia bialek. Autorzy publikacji wyciagaja z tej obserwacji stuszny wniosek,
proponujac pomiar zawartosci zaawansowanych produktéw utlenienia biatek jako wskaznik postepu choroby.
Mniej istotna, przynajmniej wizualnie, wydaje si¢ by¢ korelacja innych parametréw, a zwlaszeza stezen biatka C i
tryptofanu w surowicy (ryc. 5B) oraz st¢Zenia leukocytow w zaleznodei od zawartosci kinureniny (ryc. 8B). Przy
tak niskiej wartosci R” warto$é jednego parametru moze zmienié warto$é p hipotezy korelacji. Dlatego wyniki te

stusznie interpretowane sa bardzo ostroznie.

W swojej pracy pani mgr Sabina Galiniak wykazata, ze leczenie chorych interferonami lub glatiramerem
obniza istotnie poziom zaawansowanych produkiow utlenienia biatek w surowicy oraz fruktozaminy. Pozostate
parametry, nie wykazuja po czesci statystycznie istotnych zmian, gtdwnie ze wzgledu na istotny rozrzut wynikéw
pomiaréw, normalny w populacji ludzkiej. Tym niemniej obserwuje si¢ wyrazny efekt pozytywny stosowania

interferondw i glatirameru. Rozszerzenie grup badawczych, co nie jest sprawa prosts, pozwolitoby by¢ moze



dokladniej scharakteryzowaé wplyw srodkdw farmakologicznych na badane parametry. Nie jest to jednak sprawa

istotna dla wykazanego dzialania farmakologicznego.

Ciekawym wynikiem, niestety nie interpretowanym w publikacji, jest obserwowany wzrost zawartosei
produktow zaawansowanej glikacji w przypadku stosowania glatirameru (ryc. 1). Skutecznosé tego specyfiku,
dopuszczonego do uzytku przez FDA w Stanach Zjednoczonych ze wzgledu na mniejsze reakcje uboczne, niz te,
obserwowane w przypadku interferonow, jest w niektorych publikacjach kwestionowana. By¢ moze czynnik ten

whasnie sprzyja glikacji bialek?

W drugiej, tak zwanej klinicznej publikacji doktorantka zajmuje sie charakteryzacja procesu glioksydacji u
dzieci dotknietych mukowiscydoza, ktorych drogi oddechowe zainfekowane sa dwoma gatunkami bakterii:
Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus. Bakterie te powodujg chroniczny odezyn zapalny pluc.
Parametry grup pacjentow zainfekowanych poréwnano do odpowiedniej wickowo grupy dzieci zdrowych. W
pierwszym zdaniu opisu wynikdw publikacji stwierdzono, ze “parametry hematologiczne nie réznity si¢ migdzy
badanymi grupami”. Nie do konca zgadzam sie z tym zdaniem, gdyz np. w grupie zainfekowanej S.aureus
procentowa zawarto$¢ monocytow byta nieco powigkszona; w obu grupach zainfekowanych wykazano nieco
wyzsze stezenie bialka C, a aktywno$é gamma-glutamylotransferazy wyraZnie obniZzona, co moze $wiadczyé o
przyjmowaniu srodkow przeciwzapalnych. Natomiast stezenie kreatyniny surowiczej bylo u chorych wyraznie
ponizej normy. Czy wartos$é tego parametru wskazuje na zmniejszony metabolizm ukiadu migsniowego, czy na

zwigkszong eliminacje droga moczowa?

Stosujac podobng metodologie jak w pierwszej publikacji, u chorych zainfekowanych bakteriami stwierdzono
w surowicy statystycznie istotny wzrost zawartosci produktow zaawansowanej glikacji, grup karbonylowych oraz
erytrocytarnej S-transferazy glutationu, przy nie zmienionym st¢zeniu glukozy. Jest to istotna obserwacja, ktéra
wskazuje na wzmozone procesy glikooksydacyjne w przewleklym stanie zapalnym juz u mtodych pacjentow.
Niektore wyniki zakwalifikowane jako statystycznie niezmienne wymagaja dodatkowej interpretacji, ktorej w
publikacji brak. Na przyktad maksymalne warto$ci stezenia tryptofanu w surowicy chorych sa nizsze niz
minimalna wartos¢ dla grupy kontrolnej. By¢ moze zastosowanie innych nieparametrycznych testéw wykazatoby
statystycznie istotne roznice. Te drobne uwagi techniczne nie umniejszaja naukowego znaczenia pracy, ktora
wskazata na pomiar zawartosci produktow zaawansowanej glikacji oraz grup karbonylowych jako znacznika

uszkodzen oksydacyjnych w tej jednostce chorobowej.

Doniesienia kliniczne dopelnia praca eksperymentalna, w ktérej doktorantka przedstawia wyniki wptywu
helatoréw zelaza na stymulowany przez jon Fe** proces glikacji w klasycznym ukladzie albumina/cukier. Jony
Fe™ oraz dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) aktywuja proces glikacji w uktadzie albumina/glukoza, natomiast
inhibuja gdy substratem zamiast glukozy jest fruktoza badz ryboza. Moze to $wiadczyé, ze w danym biatku
proces glikacji jest reakcja bardziej skomplikowang niz proste tworzenie zasady Schiffa i produktéw Amadoriego
i zalezng np. od rozkladu ladunkéw otoczenia grupy aminowej w bialku czy rozkiadu wigzan wodorowych. W
pracy tej, stosujac test z zastosowaniem ferrozyny, doktorantka dowiodta brak zaleznosci miedzy zdolnoseig
kompleksowania zelaza trzydziestu badanych zwigzkéw a zdolnosceia glikacji albuminy przez w/w cukry oraz
aldehydy jak glioksal czy metyloglioksal. Ta ciekawa konkluzja wskazuje, ze do badania procesu glikacji
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powinno si¢ stosowa¢ przynajmniej kilka systemdw biatkowych. Ciekawym byloby uzycie kolagenu. Jest to
biatko wiokienkowe, ktorego struktura jest w pewnym sensie liniowa, w przeciwienstwie do biatek globularmych,
stanowiace 1/3 biatka organizmu. Co wigcej, badania ostatnich lat wskazaly na znaczenie glikacji tego biatka na
rozwdj komplikacji zwiazanych z cukrzyca. Ciekawa obserwacja dodatkowa tej pracy jest malo dyskutowana w
literaturze zdolno$¢ kompleksowania jonéw zelazawych przez glicyng, nieco mniejsza niz EDTA, a wigksza niz
inny klasyczny helator jakim jest kwas nitrylotréjoctowy (NTA). W zwiazku z tym nasuwa si¢ pytanie jak ten
aminokwas, ktérego stezenie w komoérce badz w surowicy jest do$é znaczne, moze wptywaé na pulg dostgpnego
zelaza? Choé metodyka tej pracy jest klasyczna i powszechnie uzywana przy tego typu badaniach recenzenta
zaciekawio stabilizowanie ukladu reakcyjnego przez bufor Tris. Zwigzek ten jest uzywany w badaniu, o ile sig
nie myle, w 400 razy wiekszym stezeniu niz np. jony Fe**. Czy taki nadmiar Trisu, posiadajacego grupe aminows

i dwie grupy hydroksylowe w swojej czasteczce, nie wptywa na reakcje zelaza z ferrozyna?

Wszystkie trzy prace wnosza istotng i nowatorska warto$¢ do poznania zaréwno mechanizmu glikooksydacji
jak 1 jego znaczenia w jednostkach chorobowych zwigzanych z chroniczng reakcjg zapalng organizmu.
Doktorantka wykazata w nich, ze w procesie zapalnym, nawet w przypadku normoglicemii i nawet u dzieci
obserwuje si¢ istotny wzrost procesu glikooksydacji, uwazanego dotychczas za szkodliwy u diabetykow oraz
0s6b w podesztym wieku. Wyniki zostaly opublikowane w czasopismach miedzynarodowych o wysokim
wspoélezynniku cytowan (Impact Factor), a wige juz z recenzja dokonang przez migdzynarodowy komitet
recenzentow, specjalistow w danej dziedzinie. Moja skromna opinia moze tylko potwierdzi¢ wybitng wartoéé

poznawcza przeprowadzonych badan.

Dysertacje, jak wspominatem, dopelnia obszerny autoreferat, w ktérym doktorantka przedstawita
wyczerpujaco we wprowadzeniu podstawowg wiedze dotyczacg procesu glikooksydacii oraz, w dalszych
rozdzialach, opisata badane jednostki chorobowe. Cel pracy jest przedstawiony krétko i klarownie. Opis
metodologiczny przedstawiony takze wyczerpujaco i nie budzi zastrzezen. Wyniki i ich opis jest dobrze czytelny,
literatura tez wyczerpujaca. Drobnym uchybieniem jest brak koficowego rozdziatu, ktéry mogltby uwypuklié
zbiorcze wnioski konicowe oraz zaproponowa¢ hipotezy robocze dalszych badan w tej dziedzinie. Zwlaszeza, ze
hipotezy te s3 przedstawione w poszczegdlnych publikacjach. Autoreferat napisany jest poprawnie bez razacych
bledow, z niewieloma tylko, lecz powszechnie uzywanymi zapozyczeniami z jezyka angielskiego. Doktorantka
wprowadza wdzigczna nazwe “glikofor”, definiujac ja dopiero pod koniec autoreferatu (str. 30). Poniewaz nazwa
ta jest uzyta takze w publikacjach rozumiem, ze weszta (wchodzi) ona do powszechnego uzytku. Cheialbym
zwrocié uwage, ze nazwa “glikofor” istnigje takze w innym pojeciu. W podreczniku Chemii Smaku ("Taste
Chemistry") z 1993r Shallenberger uzywa nazwy “glycophore” w znaczeniu — “zwiazek wykaznjgcy smak
stodki”, obok nazw “acidophore” i “halophore”. Octan otlowiowy jest w tym znaczeniu glikoforem, a zwigzek ten
nie jest koncowym produktem zaawansowanej glikacji. W znaczeniu smaku nazwa glikofor uzywana jest takze
m.in. w podrgczniku “Basic Chemistry” Zumdahl’a i DeCoste (ostatnie wydanie w ubieglym roku). Recenzenta

ciekawi pochodzenie tej nazwy w uzywanym przez panig mgr znaczeniu.

Ta drobna uwaga semantyczna bynajmniej nie pomniejsza wartosci dysertacji. Przedstawiona praca spefnia

wszelkie wymogi okreslone w ustawie o tytule naukowym i stopniach naukowych. Wobec powyzszego pozwalam

4






