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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ LEK. KLAUDII KATARZYNY KITALA-TANSKIE)
pt. ,, Wplyw zwiekszonej podazy miedzi w roznych grupach wiekowych”.

Uwagi ogolne na temat problematyki badawczej podjetej w ocenianej rozprawie doktorskiej

Pani Lek. Klaudia Katarzyna Kitala-Tanska ukoriczyta w 2022 roku studia na kierunku lekarskim na
Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim (UWM) w Olsztynie. W celu ubiegania sie o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne Pani Lek. Klaudia
Kitala-Tanska przedtozyta do recenzji rozprawe doktorskg przygotowang pod kierunkiem dr hab. n. med.
Michata Stanistawa Majewskiego, prof. UWM, w sktad ktdorej wchodzg dwie prace oryginalne
opublikowane w 2024 roku w czasopismie , Nutrients” (Wydawca: MDPI, ang. Multidisciplinary Digital
Publishing Institute).

Obecnos$¢ miedzi w diecie jest niezbedna do normalnego przebiegu szeregu podstawowych
procesow biochemicznych i fizjologicznych w ludzkim organizmie. Optymalny poziom miedzi w organizmie
zapobiega arytmii serca i nadcisnieniu tetniczemu. Miedz jest rowniez zaangazowana w aktywacje genow,
ktore sg kluczowe dla réznych funkcji biologicznych, w tym reakcji na stres oksydacyjny (OS; oxidative
stress). Stres oksydacyjny, stan braku réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem a neutralizacjg reaktywnych
form tlenu, jak i nitracyjny (NS; nitrative stress) nieodtgcznie towarzyszg wielu chorobom, jesli nie
wiekszosci z nich. Redukcja stezenia miedzi moze zwiekszac OS, poprzez mniejszg produkcje hormonow
tarczycy i spadek ich stezenia we krwi. Co wiecej, miedz odpowiada za prawidtowy poziom cholesterolu
zapobiegajac rozwojowi miazdzycy naczyn krwionosnych, ktéra prowadzi do chordb wiencowych, choroby
niedokrwiennej, czy innych schorzen uktadu krgzenia. Spozywanie wiekszych niz zalecane ilosci miedzi
kazdego dnia przez diuiszy czas, np. miedzi zawartej w wodzie pitnej lub suplementach diety z miedzig
orowadzi do uszkodzenia nerek i watroby. Zrodtem toksycznego poziomu miedzi moze by¢ takze spozycie
zywnosci zawierajgcej pestycydy. Nadmiar miedzi moze pojawic sie u chorych z chorobg Wilsona, zwang
inaczej zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowatym, ktore jest wrodzonym zaburzeniem metabolizmu

miedzi, prowadzacym do akumulacji tego pierwiastka w organizmie. Wskutek mutacji w obrebie genu



ATP7B (ang. ATPase Copper Transporting Beta) kodujgcego ATP-aze typu P transportujgca miedz ujawnia
sie dysfunkcja w szlaku sekrecyjnym hepatocytu. Wraz z rozwojem choroby dochodzi do nadmiernego
odktadania sie zwigzkdw miedzi w narzadach, gtéwnie w watrobie i/lub mdzgu. Innym, genetycznie
uwarunkowanym zaburzeniem metabolizmu miedzi jest choroba Menkesa (ang. Menkes disease, Menkes
syndrome, kinky hair disease, steely hair syndrome) tj. genetycznie uwarunkowana choroba
neurodegeneracyjna, polegajgca na braku mozliwosci metabolizowania miedzi dostarczanej w
pozywieniu. Przyczyng choroby Menkesa jest mutacja w genie ATP7A (ang. ATPase Copper Transporting
Alpha) w locus Xql12-g13.

Opublikowane badania sugerujg, ze zarowno nadmiar, jak i niedobor miedzi w diecie moze

prowadzi¢ do implikacji klinicznych, dlatego tez niezmiernie wazna jest doktadna kontrola homeostazy

tego pierwiastka. W tym bardzo aktualnym i cennym nurcie badan ulokowata swe zainteresowania i

wysitek badawczy Lek. Klaudia Kitala-Tanska.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki sg przyczynkiem do otwarcia nowego i waznego obszaru
dziatan dla potencjalnych interwencji terapeutycznych opartych na suplementacji lub ewentualnym
usuwaniu miedzi z diety u pacjentéow z chorobami sercowo-naczyniowymi.

Pani Lek. Klaudia Kitala-Tanska podjeta sie préby ustalenia wpltywu zwiekszonej dawki miedzi w
diecie (8-tygodni suplementacji 12.9 mg miedzi/kg pozywienia) organizmow modelowych (samcow
szczurdw rasy Wistar) w dwdch grupach wiekowych (dieta z nadmiarem miedzi rozpoczeta od 3/4-tego
tygodnia 2ycia szczura oraz dieta z nadmiarem miedzi rozpoczeta u szczurow po stosowaniu diety z 6.45
mg miedzi/kg pozywienia przez 7 miesiecy od 3/4-tego tygodnia zycia).

Hipoteza badawcza dysertacji jest jasno sprecyzowana. Zaktada, ze nadmiar miedzi w diecie

spowoduje zmiany stezen mikro- i makroelementow w organizmie, co moze wptywac na parametry OS i
funkcjonalnos¢ uktadu sercowo-naczyniowego. W celu zweryfikowania tej hipotezy zaplanowano |
przeprowadzono nastepujgce analizy: oznaczanie wybranych mikro- i makroelementow w surowicy krwi,
nerce oraz watrobie szczuréow (1); oznaczenia poziomow markerow OS w surowicy krwi zwierzat
modelowych (2); badania funkcjonalne kurczliwosci izolowanej aorty (3) oraz badania funkcjonalne
izolowanego serca (4).

Tytut rozprawy doktorskiej wymaga doprecyzowania. Brakuje istotnej informacji, ze badania

prowadzono w dwoch grupach wiekowych szczurow rasy Wistar.

Dzieki uzyskanym wynikom poszerzono dotychczasowga wiedze dotyczacg suplementacji miedzig dwdch
grup wiekowych wybranych organizmow modelowych:

- w grupie mtodych szczuréw, wchodzgcych w wiek dorosty, zwiekszona dawka miedzi w diecie nie
zmienita sity skurczu izolowanych pierscieni aorty piersiowej w wyniku dziatania noradrenaliny, w
przeciwienstwie do szczuréw w wieku $rednim. Natomiast w obu grupach wiekowych zaobserwowano

zwiekszong relaksacje aorty w wyniku dziatania acetylocholiny (i);

@



- w grupie mtodych szczurdw zwiekszona dawka miedzi nie zmienita istotnie parametrow OS we krwi |
sercu, w przeciwienstwie do szczurow w wieku srednim. Natomiast w obu grupach wiekowych
zaobserwowano zwiekszong produkcje nadtlenku wodoru, tlenku azotu i anionorodnika
ponadtlenkowego w aorcie piersiowej szczura (ii);

- w grupie mtodych szczuréw zaobserwowano istotne zmiany stezenia potasu, zelaza, wapnia i chromu w
nerkach oraz magnezu w watrobie (iii);

- w obu grupach wiekowych zaobserwowano zwiekszony poziom miedzi we krwi i watrobie, co moze byc

istotne w kontekscie opisanych regulacji funkcji naczyniowych (iv).
Merytoryczna i edytorska ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Lek. Klaudii Kitala-Tanskiej pt. ,, Wpfyw zwiekszonej podazy miedzi w roznych

grupach wiekowych” opiera sie na dwoéch oryginalnych artykutach:

-, The Effect of an Elevated Dietary Copper Level on the Vascular Contractility and Oxidative Stress in Middle-Aged
Rats”. Kitala-Tanska K, Socha K, Juskiewicz J, Krajewska-Wtodarczyk M, Majewski M. Nutrients. 2024;16(8):1172 (1),
- ,Prolonged Copper Supplementation Modified Minerals in the Kidney, Liver and Blood, and Potentiated Oxidative

Stress and Vasodilation of Isolated Aortic Rings in Young Wistar Rats”. Kitala-Tanska K, Hanc A, Juskiewicz J, Majewski

M. Nutrients. 2024:16(19):3230 (2), ktore ukazaty sie w 2024 roku w czasopismie 0 znacznym zasiegu
miedzynarodowym z zakresu nauk o zywnosci i zywieniu , Nutrients”. Czasopismo to znajduje sie w bazie
JCR [wartos¢ wspotczynnika wptywu [Impact Factor (IF) = 4.8; punktacja MNiSW: 140 pkt].

WSszystkie badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar (Han IGS Ral [Crl:WI]{Han)]). Do
badani wykorzystano szczury w wieku 3/4 tygodni o zblizonej masie ciata, przydzielone losowo do grup
doswiadczalnych, ktérym podawano diete zawierajgcg miedz w standardowym lub 2 razy wiekszym
stezeniu. Wykonanie tych badan zostato poprzedzone uzyskaniem pozytywnych opinii i zgod Lokalne;
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie (zgoda 90/2019 z dnia 26 listopada 2019 r.).
Dokumentacja zwigzana z badaniami (protokoty opieki nad zwierzetami i eksperymentow) byta zgodna z
przepisami regulujgcymi doswiadczenia na zwierzetach obowigzujgcymi w Rzeczypospolitej Polskiej oraz
z Europejska Konwencjg o ochronie zwierzat kregowych wykorzystywanych do celow doswiadczalnych |
innych celéw naukowych, Dyrektywg UE 2010/63/UE ds. doswiadczen na zwierzetach oraz z zasada 3R |
aktualnymi wytycznymi (ARRIVE, NIH nr 86-26). Publikacje zostaty przygotowane zgodnie z wymogami
edycyjnymi redakcji. Uktad prac jest typowy dla tego rodzaju publikacji, we wstepie Autorka wprowadza
nas w tematyke i okresla cel podjecia badan. Najwazniejszg czescig kazdej publikacji naukowej jest
dyskusja, ktora Lek. Klaudia Kitala-Tanska poprowadzita wnikliwie konfrontujgc uzyskane przez siebie

wyniki z doniesieniami innych autorow.
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Na podkreslenie zastuguje fakt, ze badania przedstawione w publikacjach byty bardzo pracochtonne,

wymagaty bogatego warsztatu i ogromnej wiedzy, ktorg Doktorantka zaprezentowata w_bardzo

przystepny sposob.

Dwie publikacje doswiadczalne, bedace podstawg rozprawy doktorskiej, to opracowania
wieloautorskie (czterech/trzech wspotautorow). W obu publikacjach Doktorantka jest pierwszym
autorem, a pracy pt. ,The Effect of an Elevated Dietary Copper Level on the Vascular Contractility and Oxidative
Stress in Middle-Aged Rats” autorem korespondujgacym, co jest przeze mnie przyjete pozytywnie. Do
przedtozonej do oceny dokumentacji zostaty dotgczone odpowiednie oswiadczenia wspotautorow.
Oswiadczenia wspotautorow wskazujg na decydujgcy wkiad Doktorantki w powstanie Jej rozprawy
doktorskiej, jednak wymagaja doprecyzowania. Troje wspoétautorow publikacji 1 i troje wspotautorow
publikacji 2 wymienia jako swoj wktad: ,wykonywanie czesci eksperymentalnej”, z czego trudno
wywnioskowac, czy praca doswiadczalna byta wykonywana zespotowo, czy tez rézne osoby wykonywaty
rozne oznaczenia. Czasopismo nie wymaga tak szczegoétowych deklaracji, jednak w rozprawie doktorskiej
mozna by udziat wspotautorow okreslic bardziej precyzyjnie.

Pewien niedosyt moze budzic¢ to, ze obie prace majg charakter fenomenologiczny i podajg zestaw
obserwacji, nie zawierajg doswiadczen zmierzajgcych do wyjasnienia zmian spowodowanych zwiekszong
podaza miedzi.

Wysoko oceniam prezentacje materiatow i metod, opis wynikow i dyskusje, ktore sg zwiezte, lecz
w wiekszosci nalezycie precyzyjne. Doktorantka nie ustrzegta sie jednak drobnych uchybien, o ktérych
musze wspomniec z obowigzku recenzenta. Wbrew stwierdzeniu na str. 15 [,,Dostepne komercyjne zestawy
ELISA (Biorbyt) zostaty uzyte do ilosciowego okreslenia aktywnosci COX-1, COX-2, HO-1, NOS3, GAPDH, ICAM1”] |
str. 17 [, Tymczasem aktywnosci COX-1 (0,7-krotnie) (...)] technika ELISA umozliwia oznaczenie ilosci biatek, a
nie ich aktywnosci. Istotnie, wyniki przedstawione na Ryc. 8 i Tab. 2 w pierwszej publikacji podajg stezenia
enzymow, a nie ich aktywnosci. Na str. 15 Autorka stwierdza, ze ,Absorbancje mierzono ilosciowo {(...)".
Trudno jest mierzy¢ absorbancje w sposéb nieilosciowy, gdyz jest to wielkosc jednoznacznie zdefiniowana
przez funkcje logarytmiczng stosunku natezen Swiatta padajgcego i przechodzgcego przez probke.
Podziwiam optymizm Doktorantki twierdzgcej, ze reakcja z dihydroetydyng pozwala oznaczy¢ stezenie
rodnika ponadtlenkowego. Wiele prac wykazato, ze reakcja ta nie jest wystarczajgco specyficzna wobec

anionorodnika ponadtlenkowego, a wiarygodne oznaczenie wymaga rozdzielenia produktow reakcji (np.

,,HPLC-bﬁséd monitoring of products formed from hydroethidine-based fluorogenic probes--the ultimate approach

for intra- and extracellular superoxide detection”. Kalyanaraman B, Dranka BP, Hardy M, Michalski R, Zielonka J.
Biochim Biophys Acta. 2014;1840(2):739-44).
Podobnie, dyskusyjna jest sprawag, czy dioctan dichlorodihydrofluoresceiny (DCF-DA) mierzy

poziom nadtlenku wodoru; wiadomo powszechnie, ze ta sonda fluorogeniczna reaguje takze z innymi

i.r""'-n.;l
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reaktywnymi formami tlenu, np. nadtlenoazotynem, a w stosunku do nadtlenku wodoru nie jest zbyt
reaktywna w nieobecnosci katalizatorow.

Doktorantka odsyta w publikacji 1 do odnosnika [18] (, Spirulina extract improves age-induced vascular
dysfunction”. Majewski M et al. Pharm Biol. 2022;60(1):627-637) co do szczegétow oznaczen przy uzyciu
sond DAF, DHE i DCF-DA. Jednak w tej publikacji (Majewski et al., 2022) podane sg szczegoty dotyczace
jedynie wykorzystania DHE, wiec szczegdty dotyczgce pozostatych sond (np. parametry pomiaru
fluorescencji) pozostaja owiane nimbem tajemnicy. Nawiasem mowigc, ,diacetat” (str. 15) nie jest

terminem polskimi mozna bytoby go zastapic polskg nazwg estru.

Wyniki analiz winny by¢ podawane wraz z jednostkami miary, tymczasem Tabela 2 w publikacji 1
oraz publikacja 2 nie precyzujg, w jakich jednostkach podane sg wyniki ,,0," detection” i ,H,0; detection”.

Trzy ostatnie wnioski sformutowane na str. 22 nie sg wnioskami z przeprowadzonych badan |
mozna bytoby je sformutowac réwnie dobrze przed rozpoczeciem badan.

Nie jest jasne dlaczego podstawowe parametry charakteryzujgce zwierzeta (np. masa ciafa i
przyrost masy) zostaty podane tylko dla szczuréw w wieku Srednim, a nie dla szczurow mtodych (nawet
jesli nie byto znaczacych réznic pomiedzy grupa kontrolng a doswiadczalng).

Nagtéwki tabel S2 w obu publikacjach sg nieco dziwne: w publikacji 1: ,Significant differences not
detected”, w publikacji 2: , Results detected”.

W wielu przypadkach jezyk opisu jest nieprecyzyjny. Dla przyktadu - str. 11 ,,Conclusion”,
publikacja 2: ,,copper, potassium, iron... were modified”. Modyfikacji mogg ulec poziomy miedzi czy zelaza,
ale nie same metale. Podobnie ,Increased nitric oxide”; rosng¢ moze poziom tlenku azotu, sama
czasteczka zdecydowanie nie. Z kolei w publikacji 1 (str. 1, ,Abstract”) Doktorantka pisze , nitric oxide {...),
superoxide anion (...) and hydrogen peroxide (...) increased”. Zwiekszeniu mogty ulec poziomy tych
zwigzkéw, ale nie zwigzki jako takie. Analogicznie nieprecyzyjne zwroty znajdujg sie¢ w tekscie
omawiajacym publikacje: "wzrost miedzi (..) a takze ilorazu miedzi/cynku (...). Moze wzrastac stezenie
miedzi, ale nie miedz; iloraz miedzi i cynku nie ma sensu fizycznego (w przeciwienstwie do ilorazu stezen)
(str. 17). Na str. 20 Doktorantka pisze o ,, poziomie zmodyfikowanego TAS”, co jest niezupetnie zrozumiate.
Nie jest tez jasny termin ,lipidy hydroperoksydowe” (str. 20). Zidentyfikowane ,ztoZzone pofgczenia miedzy
zelazem, miedzig i cynkiem” (str. 21) sugerujg powstawanie kompleksdéw czy stopow tych metali, podczas
gdy Doktorantka ma na mysli relacje pomigedzy zawartosciami tych metali. Jakkolwiek prawdg jest, ze
transportery zaangazowane w metabolizm zelaza, miedzi i cynku mogq (...) ufatwiac wchtanianie innych
krytycznych pierwiastkow sladowych”, to trudno jednak do tych ostatnich zaliczy¢ potas i magnez (str. 21).

Teza o ,braku odpowiednich mozliwosci neutralizacji wolnych rodnikow przez mfody organizm”
(str. 20) jest nieco kontrowersyjna, implikuje bowiem, ze mfodosc jest stanem patologicznym, z czym

trudno bytoby mi sie zgodzic.
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Nie jest jasne (str. 7) dlaczego , tkanka miesnia sercowego potrzebuje duzo wiecej miedzi niz inne
tkanki do skurczu (...)”; takie nie w petni oczywiste stwierdzenia dobrze bytoby podeprzec cytowaniami
pismiennictwa.

Drugie zdanie drugiego akapitu na str. 10 jest sformutowane niegramatycznie. Stwierdzenie na
str. 13 budzi niedowierzanie: ,Zmierzone stezenie rozpuszczalnika wynosito ponizej 0,01%". Domyslam sie
(bo nie jest to do konca jasne, ze chodzito o DMSO i metanol. Jak mierzono stezenie tych zwigzkow w
uzywanych roztworach?

Te zauwazone drobne niescistosci nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy i nie rzutujg
na jej pozytywng ocene.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska stanowi istotne

osiggniecie naukowe Doktorantki i Jej Promotora.

Konkluzja

Rozprawa doktorska Lek. Klaudii Kitala-Tanskiej spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2018 r. poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami). Wnosze wiec do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Lek.

Klaudii Kitala-Tanskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Rzeszow, dnia 23 kwietnia 2025 Prof. dr hab. Izabela Sadowska-Bartosz
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