Ocena pracy doktorskiej lek. dent. Agnieszki Kossa-
kowskiej pt.: ,,Aktywnosé egzoglikozydaz lizosomal-
nych gruczotéw slinowych w przebiegu eksperymen-

talnie indukowanej cukrzycy typu 1”7

Zaryzykuje teze. ze nie ma lepiej udokumentowanego naukowo na potrzeby stomatologii zwigz-
ku pomiedzy choroba ukladowa a stanem jamy ustnej jak zwigzek z cukrzyca. Juz w XIX wieku
opisywano cukrzyce jako jedna 7 przyczyn ..ropotoku z¢bodolowego™ (m.in. John Riggs 1875 i
poznicj Emile Magitot). Dzisiaj powszechnie wiadomo. ze cukrzyca jest czynnikiem ryzyka za-
palen przyzebia (nazywanych na ta okolicznos¢ jej ..szostym powiklaniem™). kandydozy jamy
ustne], kserostomii a takze zapalen okolowszczepowych. Zwiazek cukrzyey 7 zapaleniem przy-
zgbia jest obukicrunkowy, a potwierdzaja to badania interwencyjne wykazujgce Istolny wplyw
leczenia periodontologicznego na zmnigjszenie surowiczego stezenia HbA ¢, Biologiczne pod-
stawy tych zaleznosci sa rowniez dokladnic znane. Wiadomo rowniez, ze cukrzyca jest najezest-
Sz4 przyczyng sialozy hormonalnej. lecz Jej konsekwencje dla zdrowia Jamy ustnej i natura (ej
patologii sg tematem malo znanym i dlatego godnym eksploracji naukowe]. Dlatego podjecie
tlematu aktywnosci specyficzne] cgzoglikozydaz Hzosomalnych gruczolow slinowych w przebie-
gu cksperymentalnej cukrzyey u szezurow uwazam za lemat nowatorski i bezwzglednie wart
opracowania w postaci pracy doktorskiej. Przeprowadzenie eksperymentu medycznego na zwic-
rzetach przez lekarza dentyste nie jest obecnie czeste. dlatego tym bardziej podkregli¢ nalezy
ambitny i zgola nieprzyczynkarski wymiar podjetych badan. Dobre przygotowanie doktorantki
do badania doswiadczalnego i precyzyjna wizja ich zaplanowania a takze Jej bardzo dobry warsz-
tat biochemiczny odezuwalne sg od pierwszego zetknigeia z tym opracowaniem.,

Praca doktorska ma wszystkic lypowe czgscl. Zauwazalna jest Hieproporcjonalna do przeprowa-
dzonych badan krotka dyskusja. toczaca sie na zaledwie 11 stronach, co stanowi niespetna 8%
calosci.

Wstep stanowi 25% calej pracy I jest dobrym wprowadzeniem do meritum zagadnienia,
Doktorantka zarysowala w nim ctiologie cukrzycy typu 1. opisata budowe i dzialanie insuliny.
przedstawita budowe anatomiczno-histologiczna $linianek szezura a takze wplyw cukrzycy typu
I'na $linianki wraz z opisem amylazy $linow ¢j jako bialka markerowego dla wlasciwego dziala-

nia tych gruczotow. W analityczny sposob przedstawila biochemie enzymow lizosomalnych hy-
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drolizujacych tancuchy ohgosacharydowe elikokoniugatow macierzy pozakomorkowej tkanek. w
tym  egzoglikozydazy- I\'—ﬂcct_\-'lo-B—hcksozoaminidazc-__: (HEX), p-galaktozydaze (GAL), [3-
elukuronidaze (GLU). o-mannozydaze (MAN) i a-fukozydaze (FUC). W tej czesci pracy zrezy-
gnowatbym z opisu embriogenezy slinianek szczura a takze ich wezlow chlonnych na korzygé
wzmocnienia . klinicznego tla stomatologicznego™ i bardziej doglgbnego przedstawienia wiedzy
0 konsekwencjach sialozy cukrzycowej w Jamie ustnej.

Przyjete cele pracy sa poprawne i stanowig istotne zagadnienia dla zaplanowanego bada-
nia doswiadczalnego (szczegolnie cel pierwszy. piaty i szosty). Mam tylko watpliwos¢ dotyczacy
celu drugiego- czy dwutygodniowa roznica dlugosei zycia w grupach referencyjnych szezurow
Jest wystarczajgea dla wnioskowania o wplywie ich wieku na aktywnos¢ egzoglikozydaz lizoso-
malnych w plynie nadosadowym przyusznych i podzuchwowych gruczolow Slinowych?

Przebieg czescei doswiadcezalnej badania. dobor i wielkos¢ grup referencyjnych szezurow.
a takze sposob indukeji cukrzyey w grupie badanej nie budzg w mojej opinii watpliwosci. Braku-
Je jedynie informacji w Jakiej zwierzeciarni prowadzono eksperyment oraz gdzic i kiedy prze-
prowadzono badania biochemiczne. Trudno jest mi w sposob autorytatywny ocenia¢ metodologie
przeprowadzonych badan laboratorvjnych. Pragne jednak podkreslic¢ ich roznorodnosé: oznacze-
nia wosurowicy krwi (glukoza. insulina). masy ciata i masy obu badanych Slinianek oraz plynu
nadosadowego 7 homogenatow obu slinianek (calkowita zawartos¢ bialka | aktywnos¢ amylazy
slinowej dla oceny zdolnosei sekrecyjnej slinianek oraz ocena aktywnosci speeyficznej 7 egzo-
glikozydaz lizosomalnych- HEX, HEX A. HEX B. GAL. GLU. MAN | FI 'C). Dobor nieparame-
trycznych testow statystycznych uwazam za wlasciwy. W dwuczynnikowych analizach Korelacji
Przyjeto poprawng interpretacje wspolezynnika korelacji. W Jakiej sytuaciji wykorzystano test
ANOVA Kruskala-Wallisa?

Wyniki zestawiono w 28 tabelach. Zostaly one przygotowane bardzo starannie 1 czytelnie
Za najwazniejsze uwazam: ocene aktvwnosci speeyficzne] HEX, HEX A, GAL. MAN i GLU w
homogenatach $linianki przyusznej 1 podzuchwowej szezurow 7 wyindukowany cukrzycey (tabela
9.10, 12 13.15), ujemne wspolzmiennosci aktywnosci HEX B shinianki przyusznej z calkowitg
zawartoscia biatka amylaza w 4 tygodniu ekspervmentu w grupie zwierzal z cukrzyey (tabela 2|
i 23) oraz profile oznaczanych egzoglikozydaz lizosomalnych w obu ¢liniankach SZCZUrOW 7 cu-
krzyca w 2 i 4 tygodniu cksperymentu (tabela 27 i 28). Moje watpliwosci interpretacyjne wzbu-

dzaja:
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- identyczne wartosci wspolezynnikow korelacji aktywnosci cgzoglikozydaz slinianki podzu-
chwowej grupy kontrolnej w 4 tygodniu eksperymentu ze stezeniem glukozy w surowicy krwi
(tabela 20). z calkowita zawartoscia bialka (tabela 22) i amylaza (tabela 24);

- brak istotne] wspolzmiennosci pomiedzy stezeniem glukozy a aktywnoscia amylazy §linianki

przyusznej w 2 tygodniu ckspervmentu w grupie kontrolnej przy wspolezynniku korelacji -0,87
(tabela 26).

Dyskusja jest dojrzata. Doktorantka potrafi w logiczny sposob omawiaé wyniki wlasnych badan
laboratoryjnych i skonfrontowac Je z dobrze dobranym i wspolezesnym pismiennictwem. Naj-
bardziej dowiodla tego przy omawianiu wynikow badan aktywnosci cgzoglikozydaz lizosomal-
nych (czgs¢ dyskusji od 1 akapitu na str. 105 do | akapitu na str. 111 dotyezgca wynikow zebra-
nych w tabelach od 9 do 15). Passus ten konczy bardzo dobre odniesienie badan modelowych do
warunkow w jamie ustnej w zaleznosei od aktywnosci specyficznej slinowych egzoglikozydaz
lizosomalnych i ich wplywu na glikokoniugaty blony sluzowej. glikoproteiny ostonki nabytej na
powierzchni zgbow i §liny. Doktorantka umic réwnies wykorzystywac wieloprofilowy wiedze
medyczng dla wytlumaczenia zaobserwowanych roznic aktywnosci enzymatycznych w przebie-
gu eksperymentalnie wywolanej cukrzyey. Najwickszy moj zarzut do dyskusji to jej niezrozu-
miale skrocenic i nie odniesienie si¢ do wielu interesujacych wynikow wlasnych np. istotnych
wspolzmiennosei z tabeli 25 dla $linianki przyuszne). czy profili egzoglikozydaz lizosomalnych
gruczolow slinowych w grupie badanej i kontrolnej (bardzo interesujace w kontekscie kontynua-
¢ji podobnych badan). Brakuje mi rownics proby odniesienia calosci przeprowadzonych ekspe-
rymentalnych badan u szczurow do sytuacji cukrzycowej sialozy u czlowieka 1 je) nastgpstw dla
Jamy ustnej.

Doktorantka sformulowala szes¢ wnioskow. kiore w pelni koreluja z zalozonymi celami pracy i
wynikaja z przeprowadzonych badan. Najwicksza warto$e poznawczg moim zdaniem majq
wniosek pierwszy, piaty i szosty. Bardziej uszezegolowilbym pozytywny wniosek pierwszy. a
uogolnitbym negatywny wniosck drugi. Kategorycznos¢ wniosku czwartego w odniesieniu do
gruczolow slinowych szezura z wyindukowana cukrzyca w $wietle uzyskanych wynikow nie jest
wskazana.

Na pismiennictwo skladaja si¢ 164 pozycje z lat 1961-2015. 7 czego 74% z XXI wieku. Pi-
smiennictwo w 69% sklada sic z oryginalnych prac anglojezycznych z prestizowych periodykow
biochemicznych i ogolnomedycznyceh (najezesciej Cytowano Narure) oraz stomatologicznych
(najezgsciej cytowano Archives of Oral Biology). Prace polskojezyczne stanowig okolo 20% cy-

towanych prac (najezeseiej cytowano Postepy Higieny i Medyvcyny Doswiadczalnej). Zacytowano



takze az 19 podrecznikow. w tym po cztery z biochemii i diabetologii. Wszystkie pozycje sa wla-
sciwie cytowane w tekscie. W spisie publikacji brak wszystkich autorow  dotyczy pozycji
10424‘28.45.57.00-62,65,66.68.74.??.?‘).84.86.95.}(J?.]33.13].134.136.145.146.164 a pelnych
danych bibliograficznych dla pozycji 3.9.41.43.135.156.

Praca na ogdl napisana Jest poprawnie. Tylko niekiedy delikatnie razi naduzywanie w dyskusji
pierwszej osoby liczby pojedynczej, brak uzywania polskich okreslen przy opisach zmian histo-
patologicznych w sliniankach (sir. 28 i | 10) oraz zbyt czesto powtarzany skrot myslowy . diabe-
tyczny gruczol przyuszny™,

Calos¢ pracy doktorskiej lek. dent. Agnies=ki Kossakowskiej oceni¢ nalezy bezwzglednie pozy-
tywnie. Do najwigkszych Jej walorow zaliczam: nowatorski charakter podjetych badan ckspery-
mentalnych dotyczacych zmian aktywnosei egzoglikozydaz lizosomalnych w tkance dwoch gru-
czolow Slinowych w przebiegu cukrzycy indukowanej streptozotocyng. przeprowadzanie dobrze
zaplanowanego eksperymentu medycznego na szezurach oraz wykonanie wielu pracochlonnych
badan biochemicznych w surow Icy Krwi szezurow i w plynie nadosadowym homogenatow §li-
nianck. Zarzuty i watpliwosci. ktore podnioslem stuza jedynie uszlachetnieniu tego dojrzalego i
preeyzyjnie przemyslanego badania. Powstalo wartosciowe opracowanie poszerzajace wiedze o
nastepstwach cukrzycy typu I w sliniankach i konsckwencjach w postaci uposledzenia czynnoscei
sekreeyjnyeh oraz zmian aktywnosci speeyticznej egzoglikozydaz lizosomalnych wplywajgeych
ha katabolizm macierzy pozakomorkowej tkanck Jamy ustnej. Wyrazam przekonanie graniczgce
Z pewnoscig, ze wybrane watki te] pracy zostang opublikowane w prestizowych czasopismach 7
listy filadelfijskicj.

Doceniajac poznawcezy wymiar badan przeprowadzonyceh przez lek dent. Agnieszke Kos-
sakowskg i przedstawionych w pracy pt.: ,,Aktywnos¢ egzoglikozydaz lizosomalnych gruczo-
low Slinowych w przebiegu eksperymentalnie indukowanej cukrzyey typu 17, 2 pelnym
przekonaniem uwazam. se w spelnia ona warunki pracy doktorskiej okreslone w artykule 13.1
Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztu-
ki z 18 marca 2011 roku. Dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego z Od-
dzialem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku wniosek o dopuszczenie lek. dent. Agnieszki Kossakowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Wroclaw. 15.02.2016 Prof. dr hab. Tomasz Konopka
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