Szczecin 10.05.2023

Recenzja rozprawy doktorskiej lekarz Pauliny Iwan ,,Potencjalne
ochronne efekty substancji indolowych przed oksydacyjnymi

uszkodzeniami lipidéw bton komérkowych wywotanymi przez KIO3
w gruczole tarczowym — badania in vitro”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa dotyczy bardzo waznego za gadnienia
naukowego, majgcego duzy aspekt praktyczny, jakim jest stres oksydacyjny w
gruczole tarczowym oraz znaczenie rOwnowagi miedzy wytwarzaniem a
neutralizowaniem reaktywnych form tlenu i wolnych rodnikéw. Proces
biosyntezy hormonéw tarczycy jest wieloetapowy i obejmuje: aktywny transport
jodu, utlenianie jodkow, organifikacje jodu, sprzeganie jodotyrozyn, pinocytoze
koloidu do $wiatla tyreocyta, proteolize koloidu, uwolnienie hormondw tarczycy
do krwioobiegu oraz odjodowanie monojodotyrozyny i dijodotyrozyny.
Niezbgdnym warunkiem do biosyntezy hormondéw tarczycy jest obecno$é
prawidlowego stezenia jodu w krwioobiegu, a nastepnie jego transport do
tyreocyta przy udziale symportera sodowo-jodowego oraz dzialanie enzymoéw i
H202 w obrebie tyreocyta. Procesy oksydacyjne sg niezbedne do syntezy
hormonéw tarczycy, tak wigc w gruczole tarczowym jest wysoki poziom stresu
oksydacyjnego, ktéry moze by¢ jeszcze zwigkszony przez endogenne i
egzogenne pro oksydanty. Badania przeprowadzone w Polsce po awarii
elektrowniatomowej w Czarnobylu wykazaly niedob6r jodu w naszym Kraju
orazzwigzane z tym czgstsze wystepowanie wola, Wprowadzono obligatoryjny
model jodowania soli kuchennej polegajacy na dodawaniu do soli kuchenne;
jodkupotasu (KI). W niektorych panstwach jodowanie soli kuchennej oparte
jest na dodawaniu jodanu potasu (KIO3), ktéry jest bardziej stabilny, ale
wykazuje silniejsze wlasciwosci prooksydacyjne niz KI. Programy profilaktyki

jodowej sg niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania gruczohu tarczowego i



zapobiegania zespolowi zaburzen z niedoboru jodu, ale niosa ze sobg
potencjalne ryzyko nasilenia stresu oksydacyjnego w gruczole tarczowym, ale
takze w wielu innych narzadach. W obnizaniu poziomu stresu oksydacyjnego
wazna role odgrywaja zwigzki indolowe ( w tym gltdwnie melatonina, a takze
kwas indolo-3-propionowy [IPA] ), ktore sa istotnymi antyoksydantami i
zmiataczami wolnych rodnikow. Biorac pod uwage przedstawione powyze;
fakty nalezy uzna¢, ze temat podjety przez doktorantke odnosi sie do bardzo

istotnych zagadnien tyreologicznych, a szerzej méwiac endokrynologicznych.

Praca liczy 85 stron, zawiera wykaz publikacji stanowigcych rozprawe
doktorska, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, prace tworzace cykl
publikacji, komentarz do cyklu prac w jezyku polskim i angielskim oraz

oswiadczenia wspolautorow.

Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorska:

1. Iwan P, Stepniak J, Karbownik-Lewinska M. Melatonin
reduces high levels of lipid peroxidation induced by
potassium iodate in porcine thyroid. Int J Vitam Nutr Res.
2021 Jun;91(3-4):271-277. doi: 10.1024/0300-9831/a000628.
Epub 2019 Dec 17. PMID: 31842692,

IF: 2.560, punkty ministerialne: 100

2. Iwan P, Stepniak J, Karbownik-Lewinska M. Cumulative
Protective Effect of Melatonin and Indole-3-Propionic Acid
against KIO3-Induced Lipid Peroxidation in Porcine

Thyroid. Toxics. 2021 Apr 21;9(5):89. doi:
10.3390/tox1cs9050089. PMID: 33919052; PMCID:
PMC8143077.

IF: 4.472, punkty ministerialne: 70

3. Iwan P, Stepniak J, Karbownik-Lewinska M. Pro-Oxidative
Effect of KIO3 and Protective Effect of Melatonin in the



Thyroid-Comparison to Other Tissues. Life (Basel). 2021
Jun 21;11(6):592. doi: 10.3390/1ife1 1060592, Erratum in:

Life (Basel). 2022 Jul 07;12(7): PMID: 34205777, PMCID:
PMCR8234753.

IF: 3.253, punkty ministerialne: 70
Sumaryczny IF: 10.285

Suma punktéw ministerialnych: 240

Streszczenie zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim napisane jest
prawidlowo. Doktorantka streszcza informacje zawarte w Jjej publikacjach,
bedace istotg jej badan. Wspomina o znaczeniu stresu oksydacyjnego w
gruczole tarczowym, ktory moze prowadzié do szeregu chor6b tego gruczotu, w
tymraka tarczycy. Podkre§la znaczenie jodu w biosyntezie hormonow tarczycy,
wskazuje na nastgpstwa niedoboru tego pierwiastka i korzys$ci ptyngce z
suplementacji jodu. Wskazuje takze, ze w programach profilaktyki jodowej
wykorzystywany jest zardéwno KI jak i KIO3. Podkresla, ze jodan potasu ma
silniejsze wlasciwosci prooksydacyjne. Dokorantka wskazuje, ze zwigzki
indolowe takie jak melatonina i IPA sg efektywnymi antyoksydantami i

zmiataczami wolnych rodnikéw.

Cele pracy zostaly jasno przedstawione w 3 punktach:

1. Ocena potencjalnego dzialania ochronnego melatoniny

przed oksydacyjnymi uszkodzeniami lipidéw blon komérkowych (czyli
peroksydacjg lipidow — LPO) indukowanymi przez KI oraz KIO3 w
homogenatach tarczycy wieprzowej (praca oryginalna 1: Iwan P, Stepniak J,
Karbownik-Lewinska M. Melatonin reduces high levelsof lipid peroxidation

induced by potassium iodate in porcine thyroid. Int J Vitam Nutr Res.
202181 271277).



2. Zbadanie ochronnego efektu kwasu indolo-3-

propionowego (IPA) oraz efektow facznego zastosowania melatoniny 1 IPA (w
najwyzszych, mozliwych do uzyskania w warunkach in vitro stezeniach,
wynikajacych zich ograniczonej rozpuszczalnosci) przed peroksydacija lipidow
wyindukowang przez KIO3 w homogenatach

tarczycy wieprzowej (praca oryginalna 2: Iwan P, Stepniak J, Karbownik-
Lewinska M. Cumulative Protective Effect of Melatonin and Indole-3-Propionic
Acid against KIO3-Induced Lipid Peroxidation in Porcine Thyroid. Toxics.
2021;9:89).

3. Poréwnanie ochronnego dziatanie melatoniny przed

wyidukowanymi przez KIO3 oksydacyjnymi uszkodzeniami lipidow blon
komorkowych w tkance tarczycy i w innych tkankach zwierzecych (tj. jajnik,
sledziona, watroba, moézg, jelito cienkie i nerka) (praca oryginalna 3: Iwan P,
Stepniak J, Karbownik-Lewinska M. Pro-

Oxidative Effect of KIO3 and Protective Effect of Melatonin in the Thyroid -
Comparison to Other Tissues. Life (Basel). 2021;11:592. Erratum in: Life
(Basel). 2022 Jul 07;12(7)).

Materialy i metody

Badania zostaly przeprowadzone w warunkach in vitro, z uzyciem
homogenatéw tkanek wieprzowych (tarczyca we wszystkich pracach
oryginalnych: 1,2, 3) orazdodatkowo: jajnik, §ledziona, watroba, mézg, jelito
cienkie i nerka (praca oryginalna 3).

Uzyte stezenia KI (500; 250; 100; 50 mM), KIO3 (200; 100; 50; 25; 20; 18.75;
17.5,16.25;15;13.75;12.5;11.25; 10;8.75;7.5; 5.0; 2.5; 1.25 mM), melatoniny
(5.052.5;1.25;1.0,0.625 mM), 1 7B-estradiolu (1.0 mM) oraz IPA (10; 7.5; 5.0;

2.5; 1.25; 0.625 mM) zostaly wybrane na podstawie wynikéw wczesniej



opublikowanych badan naszego zaktadu (Karbownik et al., J Cell Biochem
2003, 90, 806—811; Karbownik et al., J Cell Biochem 2005, 95, 131-138;
Milczarek et al., Thyroid Res 2013, 6, 10; Karbownik -Lewinska et al.,

EurJ Nutr2015,54,319-323; Stepniak et al., Syst Biol Repred Med 2016, 62,
17-21).

Stezenie dialdehydu malonowego+4-hydroksyalkenali (MDA +4 -HDA), jako

wskaznika peroksydacji lipidow, zmierzono sp ektrofotometrycznie z uzyciem
AlDetect Lipid Peroxidation Assay Kit.

Wyniki poddano analizie statystycznej, uzywajac metody jednoczynnikowe;
analizy wariancji (ANOVA), a nastepnic testu Neuman-Keulsa, lub uzywajac t-
testu dla dwoch prébniezaleznych. Istotno$é statystyczng okreslanona poziomie
p<0.05. Wyniki przedstawiono jako §rednie + SE.

Ta czgsé¢ pracy zostata rowniez dobrze napisana.

Wynikibadan przedstawione sg w trzech opublikowanych pracach, s3 dobrze

udokumentowane i zilustrowane.
Praca oryginalna 1

Jodek potasu (KI), we wszystkich uzytych stezeniach (tj. 500;250; 100; 50 mM)
1 w stopniu zaleznym od steZenia, spowodowat wzrost poziomu peroksydacji
lipidéw. Takze jodan potasu (KIO3) podwyzszy! poziom peroksydacii lipidéw
we wszystkich zastosowanych stgzeniach (tj. 200; 100;50;25;10; 5.0; 2.5 mM),
przy czymnajsilniejszy efekt uszkadzajacy zaobserwowano przy stezeniach 10
mM 125 mM. Po inkubacji homogenatéw tarczycy z KIO3 lub KI tacznie z
melatoning (5.0 mM), istotne obnizenie poziomu peroksydacji lipidow

bylo zauwazalne jedynie w przypadku KIO3 uzytego w stezeniu 10 mM.
Poniewaz w powyZszym modelu nie odnotowano ochronnego dziatania

melatoniny przed peroksydacja lipidéw wyindukowana przez KI, w kolejnych



ctapach do$wiadczenia wykorzystywano jedynie KIO3. W dalszej czgsci
doéwiadczenia zastosowano dodatkowe stezenia K103 (1. 20; 15;7.5;1.25 mM)
aby wyjasni¢ niespodziewane wynikiuzy skane w pierwszymetapie badania. Po
uzyciu dodatkowych stezen KIO3, najsilniejszy efekt uszkadzajacy lipidy bion
komorkowych obserwowano przy stezeniach KIO3 zblizonych do 15 mM, z
najwyzszym poziomem LPO potwierdzonym dla stgzen 15 mM 120 mM.
Melatonina, w stopniu zaleznym od stezenia, zredukowata wyindukowang przez
KIO3 peroksydacje lipidéw, ale tylko wowezas, gdy ten prooksydant byt
zastosowany w stezeniach 10 mM (melatoninauzytaw stezeniach: 5.0 mM 12.5
mM dziatata ochronnie)i 7.5 mM (melatoninauzytaw stezeniach: 5.0;2.5; 1.25
i1 1.0 mM dziatata ochronnie). Nalezy podkresli¢, ze powyzsze stezenia KIO3 (t;.
10 mM i1 7.5 mM) odpowiadaja fizjologicznemu stezeniu jodu w tarczycy
(wyliczonemu na ok. 9 mM). Inkubacja homogenatéw tarczycy wieprzowej
jedynie z melatoning zastosowana w stezeniach 5.0; 2.5; 1.25; 1.0; 0.625 mM
nie zmienita podstawowej peroksydacji lipidéw. W dalszej czeSci badania
autorzy zdecydowali sig porownac efekt ochronny melatoniny z potencjalnym
dzialaniem ochronnym innej znanej substancji antyoksydacyijnej — 17-
estradiolu. 17B-estradiol, uzyty w stezeniu 1.0 mM bedacym najwyzszym
stezeniem mozliwym do uzyskania w warunkach in vitro, nie wykazywat
korzystnych efektow wobec indukowanej przez KIO3 peroksydacii lipidow,
podczas gdy melatonina, zastosowana w tym samym st¢zeniu (tj. 1.0 mM),
istotnie obnizyta poziom peroksydacji lipidéw wyindukowane;j

przez KIO3 (7.5 mM).

Praca oryginalna 2

W eksperymencie I, IPA (10 mM) i melatonina (5.0 mM) uzyte osobno,
obnizyly poziom peroksydacji lipidow wyindukowanej przez KIO3 w stezeniach

10 mM, 7.5 mM 1 5.0 mM. Jednakze w eksperymencie I, po zastosowaniu



dodatkowych stezen KIO3 wykazano, ze IPA wywotuje efekt ochronny przy
wyzszych stezeniach jodanu potasu (16.25 mM) w porownaniu z efektem
ochronnym melatoniny (istotne obnizenie LPO przy stezeniu KIO3 15 mM).
Dodatkowo, efekt ochronny wywotany przezIPA by} silniejszy w poréwnaniu z
dziataniem wywotanym przez melatonine przy stezeniach KIO3 13.75 mM i
nizszych. Jednak najwazniejsza obserwacija bylo, ze melatonina uzyta tacznie z
IPA wykazywata silniejsze dziatanie niz kazdy z antyoksydantow zastosowany
osobno. Efekt ten byt widoczny przy stezeniach KIO3 15 mM i 10 mM (w
eksperymencie I), a po uzyciu dodatkowych stezen w eksperymencie II w
zakresie stezen od 18.75 mM do 8.75 mM. Ten kumulacyijny efekt

ochronny melatoniny+IPA byl szczegblnie zauwazalny przy wyzszych
stezeniach KIO3, tj. przy 18.75mM i 17.5 mM, przy ktérych ani melatonina, ani
IPA uzyte osobno nie wykazywaly dziatania protekcyjnego.

Podobnie jak wykazano w pracy oryginalnej 1, takze w omawianym badaniu
potwierdzono, ze melatonina nie zmienia podstawowej peroksydaciji lipidow,
podczas gdyzar6wno IPA, jak i melatonina+IPA obnizyly podstawowa
peroksydacje lipidow.

Praca oryginalna 3

Poziom podstawowej peroksydacji lipidow byt nizszy w tkance jajnika niz w
pozostalychbadanych tkankach, co potwierdzono statystycznie w odniesieniu
do tkanki tarczycy, §ledziony, watroby i nerki. Z kolei poziom podstawowej
peroksydacjilipidow byt wyzszy w §ledzionie niz w innych tkankach (istotno$é
statystyczna w porOwnaniu z tkanka tarczycy, jajnika i nerki). Inkubacja w
obecno$ci melatoniny obnizyta poziom podstawowej peroksydacji lipidow
jedynie w tkance jajnika. Poréwnujac efekt dziatania KIO3 na homogenaty
tkanek wieprzowych zaobserwowano, ze KIO3 zwigksza poziom peroksydacji

lipidow we wszystkich badanych tkankach (tj. tarczycy, jajniku, §ledzionie,



watrobie, modzgu, jelicie cienkim, mnerce), z najsilniejszym efektem
uszkadzajacym stwierdzanym przy stezeniach KIO3 20 mM, 15 mM i

10 mM. Nalezy jednak podkresli¢, ze w tkance tarczycy nie stwierdzono efektu
uszkadzajgcego przy najnizszym stezeniu KIO3 — 5.0 mM. Ponadto poziom
LPO indukowany przez KIO3 w stezeniach 10 mM i 7.5 mM byt istotnie nizszy
w tarczycy niz w innych badanych tkankach (wylaczajgc tkanke nerki).
Melatonina (w stezeniu 5.0 mM) obnizyta indukowang przezKIO3 (10 mM, 7.5
mM 1 5.0 mM) peroksydacje lipidow we wszystkich badanych tkankach. Wazna
obserwacja jest to, ze w gruczoletarczowymmelatonina wykazywala dziatanie
ochronne takze przy wyzszym stezeniu KIO3, tj. 15 mM. Poziom LPO po
inkubacji w obecnosci KIO3+melatonina byt istotnie nizszy w gruczole
tarczowym niz w innych badanych tkankach. Dwie ostatnie obserwacje

sugeruja, ze ochronny efekt melatoniny byt najsilniejszy w tkance tarczy cy.

W wyniku przeprowadzonych badan doktorantka wyciggnela trzy wnioski
szczegolowe i jeden ogdlny, ktore znajduja uzasadnienie w przeprowadzonych

badaniach:

1. Melatonina ikwas indolo-3-propionowy bardzo wyraznie obnizaja poziom
oksydacyjnych uszkodzen lipidow blon komoérkowych spowodowanych
dziataniem jodanu potasu (KIO3) uzytego w stezeniach odpowiadajgcych

fizjologicznym stezeniom jodu w tarczycy.

2. Melatonina 1 kwas indolo-3-propionowy wywieraja kumulacyjny efekt
ochronny przed oksydacyjnymi uszkodzeniami lipidow blon komérkowych
tkanki tarczycy wywotanymiprzez KIO3 uzyty w stezeniach odpowiadajacych
fizjologicznym stezeniom jodu w tarczycy; sugeruje to, ze te dwie substancje
indolowe powinny by¢ stosowane jednocze$nie w celu uzyskania lepszego

efektu ochronnego przed stresem oksydacyjnym.



3. W poréwnaniu z innymi tkankami, gruczot tarczowy jest mniej wrazliwy na
prooksydacyjne dziatanie KIO3. Z drugiej strony, najsilniejsze dziatanie
ochronne melatoniny wykazano wila$nie w tkance tarczycy, co sugeruje, ze

gruczot ten skuteczniej odpowiada na antyoksydacyijne dziatanie melatoniny.

WNIOSEK OGOLNY

Melatonina i kwas indolo-3-propionowy, w szczegdlnosci przyjmowane
jednocze$nie, powinny by¢ rozwazane w celu zapobiegania mozliwym
uszkodzeniom oksydacyjnym w gruczole tarczowym (a takze w innych

tkankach) wywolanym przez zwigzki jodu stosowane w profilaktyce jod owe;.

Komentarz do cyklu prac w jezyku polskim i angielskim zawiera wstep
(pokrywajgcy si¢ z przedstawionym wezesniej streszczeniem), cele pracy,
materiat i metody, wyniki, dyskusj¢ oraz wnioski. Dyskusja jest nowym
elementem komentarza, zajmuje 6 stronmaszynopisu, jest ciekawa, odnoszaca
si¢ do istotnych zagadnien niedoboru jodu, metod profilaktyki jodowej i
potencjalnych zagrozen wynikajacych z suplementacji jodem. Doktorantka
sprawnie wykorzystuje dostgpne piSmiennictwo do analizowania wynikéw
swoich badan. Uzyskane wyniki potwierdzaja hipoteze, ze w warunkach
fizjologicznych poziom stresuoksydacyjnego w tarczycy jest znacznie wyzszy
nizw innych tkankach, co wynika faktu, Ze reakcje oksydacyjne sg niezbedne do
syntezy hormonoéw tarczycy. Doktorantka podkresla, ze wywotana przez jodan
potasu peroksydacja lipidow w homogenatach tarczycy wieprzowej jest
prawdopodobnie efektem bezp osredniego dziatania oksydacyjnego tego zwiazku
na btony komoérkowe. Uzyskane wyniki potwierdzity potencjalng toksycznosé
jodanu dla tarczycy, cho¢ szkodliwo$é tego zwigzku nie zostata do tej pory

potwierdzona w badaniachu ludzi. Przeprowadzone przez doktorantke badania



potwierdzity réwniez istotne ochronne dziatanie melatoniny, ktéra obniza
poziom peroksydacji lipidow indukowany przez jodan potasu. Melatonina
stymuluje takze enzymy antyoksydacyjne ,w tym peroksydaze glutationowa,
reduktaze glutationowa, dysmutaze ponadtlenkowg ikatalaze, pobudza synteze
glutationu oraz wspodidziala ze zmiataczami wolnych rodnikow. Autorka
jednocze$nie podkresla, ze uzyskane wyniki badan in vitro dotyczace
ochronnego dzialania samej melatoniny oraz melatoniny stosowanej razem z
IPA, nie mozna bezpos$rednio przenosi¢ na badania in vivo. Bardzo istotnym
wynikiem badan doktorantkijest wykrycie, ze efekty prooksydacyjne KIO3 nie
byly zmniejszane przez melatoning lub IPA przy stezeniach jodanu potasu

zarowno wyzszych jak 1nizszych od stezen fizjologicznych jodu w tarczycy.

PiSmiennictwo prawidlowo cytowane w kazdej z trzech prac cyklu. Dodatkowo
na koncu pracy autorka umieScita 23 pozycje piSmiennictwa dotyczace
omawianego zagadnienia.

W ostatniej czg$ci pracy doktorantka zamieScita o§wiadczenie swojego udziatu i
innych autoréw w przeprowadzonych badaniach, wskazujac na 60% udzial
wlasny w przeprowadzonych eksperymentach.

Z ogblnych uwag recenzenta, proponowaltbym zamieszczenie podrozdzialu
skroty uzyte w pracy co moze przyczyni¢ si¢ do latwiejszej analizy

prezentowanych badan.

Podsumowanie: przedstawiona mi do recenzji rozprawa spetia wszelkie
wymogirozprawy na stopiefi doktoranauk medycznych, przeto wnosze do Rady
Naukowej Instytutu ,,Centrum Zdrowia Matki Polki” w Lodzi o dopuszczenie
lekarz Pauliny Iwan do dalszych etapow przewodu doktorskiego. ROwnocze$nie
wnioskuje 0 wyroznienie pracy z uwagi na jej nowatorski charakter w skali
krajowejimigdzynarodowej. Badania zostaly opublikowane w czasopismach z

II oraz rzucajg nowe §wiatlo na problemy wplywu suplementacji jodowej na



procesy stresu oksydacyjnego w gruczole farczcowym i mozliwoéci ich

zapobiegania przy zastosowaniu zwigzkdéw indolowych, w tym szczegoblnie
melatoniny.

Pro dr hab. n. d.
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