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Wydziat
Ocena rozprawy doktorskiej Biologii i Nauk o Ziemi
Pani lek. dent. Agnieszki Kossakowskiej
pod tytulem Instytut Zoologii
wAktywnosé egzoglikozydaz lizosomalnych
gruczotow slinowych Katedra Fizjologii Zwierza

w przebiegu eksperymentalnie indukowanej

cukrzyc Y
ey yp Zaktad Biochemii

Glikokoniugatéw

Ze wzgledu na skale zjawiska, cukrzyca jest obecnie istotnym problemem

zarowno wspofczesnej medycyny, jak i niematym problemem spotecznym

1 ekonomicznym. Dynamika wzrostu zachorowan na cukrzyce jest ogromna.

W 1995 roku cukrzyca byla diagnozowana na swiecie u okoto 135 min oséb,

w 2013 roku — juz u okoto 382 mln, a szacuje si¢, ze w 2035 roku dotknie ona

prawie 592 miln osob. Z tej liczby u 85-95% chorych stwierdza sie cukrzyce typu

2, za ktorej gldwng przyczyng uznawane sa zmiany stylu zycia zwigzane

z postepem ekonomicznym i urbanizacja, wraz z towarzyszacym temu brakiem

aktywnosci fizycznej i wzrostem otylosci w populacji ogélnej. Na cukrzyce typu

1, bedgcg przedmiotem badan w niniejszej rozprawie doktorskiej, choruje na

swiecie ponad 30 mln o0séb, z czego w Polsce — okoto 200 tys. oséb. Cukrzyca

typu 1 uznawana jest za chorob¢ o podtozu autoimmunologicznym, a postepujaca

destrukcja komorek beta wysp Langerhansa trzustki przy 80-90% spadku ich ul. Gronostajowe 8
liczebnosci prowadzi do bezwzglednego niedoboru insuliny u chorych, 30-387 Krakéw
w nastepstwie czego dochodzi do hiperglikemii i zatamania metabolizmu tel. 12 664 64 68
organizmu. Procesy autoimmunologiczne przebiegajace u chorych na cukrzyce 4o 664 64 B5

typu 1 moga obejmowal réwniez inne narzady, co w rezultacie moze fax 12 664 51 01



doprowadzi¢ do wspdlistnienia z innymi chorobami takimi jak: niedoczynnos¢

tarczycy typu Hashimoto, bielactwo, celiakia, reumatoidalne zapalenie stawow,

tysienie plackowate, wrzodziejace zapalenie jelit, pierwotna niedoczynno$é kory UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

nadnerczy (choroba Addisona) czy niedokrwisto$¢ Addisona-Biermera. W KRAKOWIE

Dodatkowo u chorych na cukrzyce typu 1 istotnie czesciej niz u os6b zdrowych

wystepujg osteopenia, osteoporoza i ztamania ko$ci. Pomimo, Ze zapadalno$é na

cukrzyce typu 1 zwigksza si¢ z kazdym rokiem, nie wyjasniono doktadnie

etiopatogenezy jej rozwoju. Wsrod gléwnych przyczyn odpowiedzialnych za

wywolanie cukrzycy typu 1 u 0s6b predysponowanych genetycznie wymienia si¢

Wydziat
infekcje wirusowe, stres, diete, niedob6r witaminy Ds i ekspozycje srodowiskowa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani lek. dent. Agnieszki UL ETAGR S0
Kossakowskiej ma typowy uklad dla tego rodzaju prac. Rozdzial Wstep zajmuje
33 strony, rozdziat Materialy i metody — 14 stron, rozdzial Wyniki — 36 stron, Instytut Zoologii
rozdziat Dyskusja — 11 stron. Bibliografia obejmuje 164 pozycje literaturowe,
z czego 99 prac zostalo opublikowanych w ciagu ostatnich 10 lat, 52 prace Katedra Fizjologii Zwierzg
W ciggu ostatnich 5 lat, a najstarsza z cytowanych prac zostata wydana w 1961

roku. Poza wymienionymi kluczowymi rozdzialami Autorka umiescita

; s Zaktad Biochemii
w rozprawie doktorskiej dodatkowo: Wykaz skrétéw, Cele pracy, Wnioski,

Streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, Spis rycin i Spis tabel. Cata EHERE AW
praca zajmuje 146 stron, a ilustrowana jest 14 rycinami i 30 tabelami.

We Wstepie podzielonym na cztery rozdziaty (Insulina, Cukrzyca typu 1,
Gruczoly Slinowe szczura, Glikokoniugaty) opisano topografie, morfogeneze,
morfologi¢, unaczynienie i unerwienie gruczotéw Slinowych szczura, budowe
1 syntezg insuliny, strukture jej receptora i aktywowane przy jego udziale szlaki
sygnatlowe, efekty wywolywane przez insuline w tkankach docelowych,
etiopatogenezg cukrzycy typu 1, zmiany zachodzace w §liniankach pod wpltywem
cukrzycy typu 1. Ponadto przedstawiono charakterystyke amylazy slinowej
uwazanej za marker prawidlowego funkcjonowania gruczotéw $linowych,
budowe glikokoniugatow macierzy pozakomérkowej oraz opisano enzymy
odpowiedzialne za ich katabolizm. Do tej czeéci rozprawy mam nastepujace
uwagi:

. . : : : : ul. Gronostajowa 9
1. Na stronie 11 napisano, Zze masa czasteczkowa insuliny wynosi 5734 Da.

To prawda, ale tylko w odniesieniu do insuliny wolowej. Masa d0-387 Krakéw
czasteczkowa insuliny ludzkiej to 5808 Da, a wieprzowej — 5778. Z tego tel. 12 664 64 68

wlasnie powodu gdy nie jest podane zrodlo pochodzenia insuliny, jak 12 664 64 65

fax 12 664 51 01



w tym przypadku, zwykle podaje si¢, ze masa czasteczkowa insuliny

wynosi okoto 6000 Da.

. Preproinsulina kierowana jest do wnetrza cystern szorstkiego retikulum UNIWERSYTET

. : JAGIELLONSKI
endoplazmatycznego, a nie ,do srodka pecherzyka retikulum w K RAKOWIE

endoplazmatycznego’ (str. 12).

. Bialka IRS nie sg ,.fizjologicznym celem aktywowanej kinazy IR (str.
13), ale jej substratem.

. Transportery glukozy nie ‘przenikaja blony komoérkowej 12 spiralnymi
tukami” (str. 13), ale posiadaja 12 transblonowych segmentow.

Wydziat
. Piszac o amylazach Doktorantka zapomina, ze enzymy sg czynnikami

katalizujagcymi zajscie danej reakcji, ale jej nie wykonuja, czyli np. nie e
hydrolizujg (str. 29 i nastgpne). Zatem powinno by¢ napisane, ze amylazy
katalizujg zajscie procesu hydrolizy okreslonego wigzania glikozydowego. Instytut Zoologii
O ile opisy w tekscie sa niepoprawne, to legendy do Rycin 9-12 juz tak.

. Amylazy nie r6znig si¢ pod wzgledem ,,rodzaju katalizowanych wigzan” Katedra Fizjologii Zwierza
(str. 29), ale specyfikg substratowa, a r6znice mi¢dzy izoenzymami nie

wynikaja z ,,ich wlasciwosci hydrolitycznych” (str. 29), ale ze specyfiki

. ; ) Zaktad Biochemii
substratowej czy ewentualnie powinowactwa do substratu.

Co to sg ,,a-glikany” (str. 29)? Nie jest to termin spotykany w literaturze i
glikobiologicznej. Czy to okre$lenie nie zostalo zaczerpnigte z pracy
autorstwa Urszuli Kaczmarek i Moniki Mysiak-Dgbskiej ”Aktywnosé
a-amylazy w $linie u dzieci chorych na cukrzyce” Dent. Med. Probl.
(2005) 42: 449-456?

. Nie moge¢ zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem, ze wigzanie O-glikozydowe ma
.budowe™ (str. 32). Wiagzanie O-glikozydowe to rodzaj wigzanie
glikozydowego 1laczacego grupe hydroksylows pierscieniowej formy
cukru z grupa hydroksylowa innego zwigzku. W przypadku O-glikanéw
podzial, na ktéry powotuje si¢ Doktorantka za podrecznikiem autorstwa
Iwony Zak ,,Chemia medyczna”, dotyczy jedynie rodzaju cukru, ktéry
bierze udzial w tworzeniu wigzania O-glikozydowego (a-GalNAc, B-D-
Xyl, B-D-Gal) a nie réznic w budowie wigzania O-glikozydowego.

ul. Gronostajowa 9

. Przy opisywaniu budowy siarczanu dermatanu i chondroityny powinno
5 ) 30-387 Krakéw
by¢ wspomniane, ze reszty N-acetylogalaktozoaminy sg siarkowane (str.

tel. 12 664 64 68
34). :

12 664 64 65

fax 12 664 51 01
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10. W siarczanie dermatanu N-acetylogalaktozoamina i kwas L-iduronowy J2'\/
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polaczone sg wigzaniem 1,3 glikozydowym a nie al,3 glikozydowym
(str. 34). UNIWERSYTET

: JAGIELLONSKI
I1. Stwierdzenie ,.kwas hialuronowy jako jedyny nie laczy si¢ z biatkiem” W KRAKOWIE

(str. 34) jest niepelne. Chodzi bowiem o to, ze w odréznieniu od innych
typow glikanéw nie tworzy on kowalencyjnych potaczen z biatkami, ale
moze z tymi czgsteczkami oddzialywaé w sposob niekowalencyjny.
12.Na Rycinie 6 przedstawiono nie budowe N-glikoprotein, ale typy
N-glikanow. .
Wydziat
13. Stowo ,,centryczny” wg Slownika jezyka polskiegp PWN oznacza
. : . ; S Biologii i Nauk o Ziemi
~skierowany ku jednemu punktowi”. Zatem zgodnie z ta definicjg w
rozprawie powinno by¢ napisane, ze endoglikozydazy katalizujg hydrolize
okreslonych wigzan glikozydowych potozonych wewnatrz tancucha, a nie !nstytut Zoologii
centrycznie (str. 37) w tancuchu sacharydowym.
14. Przy opisie budowy biatek lepiej jest uzywac okreslenia ,,zbudowane jest z Katedra Fizjologii Zwierza
tancuchow/podjednostek™ niz ,,sktada si¢” czy ,,utworzone jest z” (str. 40).
15. Opisane w pracy enzymy lizosomalne nie Kkatalizuja hydrolizy

Zaktad Biochemii
monosacharydéw (np. GlcNAc str. 39; Gal str. 42, 43; Fuc str. 45), ale

i : . : Glikokoniugatsd
hydrolize scisle okreslonego wiazania glikozydowego. IRERBIWYRSAW

Cele pracy zostaty jasno okreslone. Pani lek. dent. Agnieszka Kossakowska
postanowila zbada¢ czy funkcje wydzielnicze oraz aktywnos$é wilasciwa
egzoglikozydaz lizosomalnych zaleza od rodzaju gruczohu $linowego, jak wiek
szczura wplywa na te parametry, czy indukowana streptozotocyng cukrzyca typu
1 wplywa na funkcje wydzielnicze gruczotow $linowych i aktywnos¢ wiasciwa
wspomnianej grupy enzymow, oraz czy okres trwania cukrzycy jest czynnikiem
dodatkowo modulujgcym te parametry.

W rozdziale Materialy i metody nie wszystkie faktycznie funkcjonujace
w rozprawie doktorskiej podrozdzialty maja swoja numeracje, co znacznie
utrudnia szybkie odnalezienie niezbednych informacji dotyczacych stosowanych
metod badawczych w tekscie. Opisane metody badawcze zarowno w odniesieniu

. . i : . . ul. Gronostajowa 9
do sposobu indukcji cukrzycy typu 1 u szczuréw, pozyskiwania materiatu

badawczego, oznaczania stezenia biatka czy aktywnosci specyficznej wybranych ORRRT Reaxaw
enzymow lizosomalnych sa powszechnie stosowane w tego typu badaniach i w tel. 12 664 64 68

wigkszosci  przypadkow doktadno$¢ ich opisu (procedury wykonania) 12 664 64 65

fax 12 664 51 01



X >

pozwalataby na powtorzenie badan. Ale po lekturze tej czgsci rozprawy nasungly '\/*
N

mi si¢ nastgpujace uwagi: )

1. Zwyczajowo w rozprawach doktorskich przygotowuje si¢ kompletny spis UNIWERSYTET
o ] 59 ~ JAGIELLONSKI
obejmujacy wszystkie odczynniki wykorzystywane podczas wykonywania yw K RAKOWIE
pracy badawczej wraz ze wskazaniem zrodlach ich pochodzenia.
W recenzowanej pracy te informacje sg czgsciowo zebrane na stronach 50-
51, a reszta umieszczona jest przy opisie stosowanych metod. Powinno to
raczej znajdowac sie w jednym miejscu (spis odczynnikéw). Poza tym
dane dotyczace wykorzystywanego sprzg¢tu sugerowatlabym umieszcza¢

Wydziat
jednak przy opisie metod.

2. Kim jest doswiadczony operator (MK) o ktérym jest mowa na str. 537 e

3. Jakie jest stezenie roztworu KCl zawierajacego 0,2% Triton X-100 (str.
53)? Jest to roztwér 0,15-molowy czy 0,15-milimolowy jak wynikatoby Instytut Zoologii
z opisu jego wykonania?

4. Zawartos¢ biatka odczytuje si¢ z krzywej kalibracyjnej a nie wykresu y..oqna Fizjologii Zwierza
kalibracyjnego (str. 56).

5. Czy sprawdzono, ze zamiana 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego

) Zaktad Biochemii
o pH 4,7 na 0,1 M bufor octanowy o pH 4,5 nie wptywa na wartos¢

mierzonej absorbancji uwolnionego p-nitrofenolu w takim srodowisku Blkaaminaptow
przy oznaczaniu aktywnosci 3-glukuronidazy?

6. Przy opisie roztworow substratow enzymow lizosomalnych (str. 57)
powinny podane by¢ ich st¢zenia molowe. wtedy nie trzeba by byto
szukac tych informacji na str. 59-61.

7. Detaliczny opis wykonania odczynnikéw (buforéw i substratow) moim
zdaniem jest zbedny. Skiad jakosciowy i ilosciowy zawiera wszystkie
niezbedne informacje do ich przygotowania w laboratorium.

8. Nieprawidlowo przedstawiony jest zakres wspotczynnika korelacji r dla
niklej korelacji (str. 63). Powinno by¢ 0<r<0,1. Poza tym skala
wspolczynnika korelacji (r) powinna dotyczy¢ bezwzglednej wartosci
z parametru r, a nie samego r, gdyz parametr ten moze przyjmowac

wartosci od -1 do 1.
ul. Gronostajowa 9

Otrzymane wyniki bedgce rezultatem przeprowadzonych badan zostaty SRR KRR

udokumentowane w 28 tabelach, a ich opis w sekcji Wyniki jest dosy¢ lakoniczny. tel. 12 664 64 68
Przeprowadzone badania uprawniaty Doktorantke do wyciagniecia nastgpujgcych 12 664 64 65

wnioskow: ani wiek szczuréw ani rodzaj badanego gruczotu slinowego nie ma fa¢ 12 64 51 01



wplywu na aktywno$¢ wiasciwa wybranych egzoglikozydaz lizosomalnych,

skutkiem cukrzycy typu 1 s3 zaburzenia funkcjonowania $linianek przyusznych

manifestujace si¢ spadkiem catkowitej zawartosci biatka i aktywnosci wihasciwej UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

amylazy slinowej oraz zmianami aktywnosci wiasciwej wigkszosci badanych W KRAKOWIE

enzymow, na co ma wptyw dodatkowo czas trwania choroby. Zatem wytyczone

cele zostaly zrealizowane i wnosza nowe informacje dla tej dziedziny wiedzy.

W wigkszosci badan prowadzacych do wyjasniania mechanizméw lezacych

u podstaw rozwoju réznych schorzen u ludzi stosuje si¢ modele zwierzece.

Niestety modele te cho¢ zapewniaja nieoceniong pomoc, nie uprawniajg do ich

Wydziat
bezposredniego przetozenia na ludzi. Niemniej jednak otrzymane wyniki pomoga

zrozumie¢ mechanizmy prowadzace do dysfunkcji gruczotow slinowych SRR i St

1 obserwowanych zmian patologicznych w jamie ustnej u chorych z cukrzyca typu

I wnoszac zupelnie nowe elementy poszerzajace istniejagcy stan wiedzy Instytut Zoologii

i podkreslajace zasadnos¢ kontynuacji tegé typu badan w przysztosci.
Zdecydowanie najbardziej wartosciowa czg$é rozprawy doktorskiej Pani lek. Katedra Fizjologii Zwierzg

dent. Agnieszki Kossakowskiej stanowi Dyskusja. Nie jest ona moze zbyt

rozbudowana objgtosciowo, ale wynika to gléwnie z niezbyt obszernego

Zaktad Biochemii
pismiennictwa poswigconego temu zagadnieniu. Omoéwienie wynikow i rzeczowa

dyskusja sa wyczerpujace, logiczne, a nowe fakty wyjasnione w przejrzysty SRABLENET
sposob. Wskazuje to na dobrg znajomos$¢ literatury przedmiotu, a ponadto
dowodzi dojrzatosci naukowej doktorantki. Rozprawa doktorska Pani lek. dent.
Agnieszki Kossakowskiej powstata w jednym z nielicznych krajowych osrodkéw
naukowych zajmujacych si¢ badaniem roli enzyméw lizosomalnych w patologii
roznych chor6éb, co tez znalazlo odzwierciedlenie w Dyskusji wynikéw
1 odwotywaniu si¢ do otrzymanych przez Zespét rezultatéw. Z tego powodu
wiasnie brakuje mi w Dyskusji odwolania si¢ i skomentowata przez Doktorantke
swoich wynikéw dotyczacych zmian aktywnosci wlasciwej egzoglikozydaz
lizosomalnych w gruczotach $linowych szczura w przebiegu eksperymentalnie
indukowanej cukrzycy typu 1 w kontekscie zmian obserwowanych w
eksperymentalnie  indukowanej  insulinoopornosci  (Julita  Sokolowska
Antyoksydanty i egzoglikozydazy lizosomalne gruczotéw slinowych w przebiegu

. : = . — ul. Gronostajowa 9
eksperymentalnie  indukowanej  insulinoopornosci, rozprawa  doktorska,

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, 2015). 30-387 Krakow
Rozprawa doktorska jest starannie przygotowana pod wzgledem redakcyjnym. tel. 12 664 64 68
Nie mam wigkszych zastrzezen co do ukladu pracy, poprawnosci formalnej 12 664 64 65

manuskryptu (zgodnosci cytowan z lista literatury, opracowania bibliografii fax 12 664 51 01



wedlug przyjetej konwencji, zachowania margineséw, interlinii i wielkosci

czcionki), jakosci tabel czy wiekszosci rycin, chociaz informacje umieszczone na

Rycinach 1 i 2 powinny by¢ napisane wigksza czcionka. Ale jak to zwykle bywa

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

przy tak objetosciowo obszernych pracach, wszystkich blgdow redakcyjnych nie v K RAKOWIE

da sie unikngé. Zatem jeszcze na koniec uwagi natury edycyjnej:

I

W rozprawie doktorskiej sg liczne, typowa tez prac dyplomowych, bledy
polegajace na ,,sklejaniu” wartosci liczbowych z jednostkami.

Spis Tresci: rozdziat 9. Dyskusja zaczyna si¢ na stronie 101 a nie 100,
rozdzial 13. Summary - na stronie 135 a nie 134.

Dalton to uniwersalna jednostka masy definiowana jako 1/12 masy atomu
12C, a nie ,.jednostka masy czasteczki biatka” (str. 8).

W przypadku bialek stosuje si¢ pojgcie masa czasteczkowa a nie ,,masa
czasteczki” (str. 8).

Preferencyjnie stosowane rozwinigcie skrotu TNFa to czynnik martwicy
nowotworu, a nie ,,czynnik martwicy guza” (str. 9).

Zwyczajowo nazwy gendéw pisane sg kursywa.

W rozprawie sg liczne niezrecznoscei stylistyczne: np. ,,punktem wyjscia
do powstania insuliny” (str. 12) - raczej syntezy; ,domena
wewngtrzcytoplazmatyczna™ (str. 13) zamiast domena cytoplazmatyczna;
.siarczan chondroityny zbudowany jest z N-acetylogalaktozoaminy
i kwasu D-glukuronowego pofaczonych za pomoca wigzan f1,3
glikozydowych™ (str. 34) zamiast polaczonych wiazaniem 1,3
glikozydowym; ,.genetycznie uwarunkowana wadliwa podjednostka™ lub
.defekt podjednostki” (str. 40) zamiast modyfikacje genetyczne
podjednostki; ,Jodowato zimny” (str. 53) zamiast lodowaty; Slinianki
,,pofragmentowano nozyczkami chirurgicznymi” (str. 53) zamiast pocig¢to
na male kawalki; zlewke trzymano ,,w tazni lodowe;j” (str. 53) zamiast na

lodzie; ,,w potrojnych probach” (str. 54) zamiast w trzech powtérzeniach.

Pomimo przedstawionych powyzej krytycznych uwag, moja ocena rozprawy

doktorskiej jest pozytywna. Rozprawa ta wnosi do nauki nowe informacje na

temat wplywu cukrzycy typu 1 na funkcjonowanie gruczolow sSlinowych

szczur6w, a w szczegolnosci aktywnos¢ wiasciwg wybranych enzymow

lizosomalnych. Biorgc pod uwage wszystkie elementy przeprowadzonej oceny

Wydziat

Biologii i Nauk o Ziemi

Instytut Zoologii

Katedra Fizjologii Zwierza

Zaktad Biochemii

Glikokoniugatéw

ul. Gronostajowa 9
30-387 Krakéw

tel. 12 664 64 68

moge z calg odpowiedzialnoscia stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pani lek. dent. 12 664 64 B5

fax 12 664 51 01



Agnieszki Kossakowskiej pod tytutem ,, Aktywnosé egzoglikozydaz lizosomalnych
gruczolow slinowych w przebiegu eksperymentalnie indukowanej cukrzycy typu
1" spelnia wymogi formalne stawiane kandydatom do uzyskania stopnia doktora
1 okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595) oraz w Rozporzadzeniu Ministra Edukacji
Narodowej i Sportu z dnia 15 stycznia 2004 roku, i zwracam sie z wnioskiem do
Rady Wydziatu Lekarskiego z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania
w  Jezyku  Angielskim  Uniwersytetu Medycznego w  Biatymstoku
o dopuszczenie Pani lek. dent. Agnieszki Kossakowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

figrad

Krakoéw, dnia 25. lutego 2016 roku.
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