UNIWERSYTET w BIALYMSTOKU WYDZIAL
WYDZIAL CHEMII EMI

dr hab. Izabella Jastrzebska, prof. UwB
15-245 Biatystok, ul. Ciotkowskiego 1K, @& (0-85) 738 80 43; e-mail: gierdas@uwb.edu.pl

Biatystok, 9.07.2020

Recenzja rozprawy doktorskiej
lek. Edyty Krzyzanowskiej-Grycel
pt. ,,Ocena aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych

W trzustce szczurow w przebiegu cukrzycy indukowanej eksperymentalnie”

Recenzja zostala sporzqdzona w odpowiedzi na pismo Dziekana Wydziatu Lekarskiego
z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku, prof. dr hab. Iriny Kowalskiej z dnia 26 czerwca 2020 w zwigzku
z prowadzeniem przewodu doktorskiego lek. Edyty Krzyzanowskiej-Grycel, ktérego decyzjg

Rady Wydzialu zostalam recenzentem.

Cukrzyca (Yac. diabetes mellitus) jest choroba cywilizacyjna, nalezaca do chordb
metabolicznych wywolywanych wieloma czynnikami srodowiskowymi 1 genetycznymi.
Ocenia sig, ze obecnie w Polsce sa ponad dwa miliony chorych na cukrzycg. Jedng ze
znamiennych cech cukrzycy jest hiperglikemia, ktéra moze wynika¢ albo z defektu produkcji
insuliny albo z komérkowej insulinoopornosci, pomimo jej wydzielania przez komorki beta
trzustki. W zwigzku z czgsciowym lub catkowitym niedoborem insuliny w organizmie,
a w konsekwencji przewleklym zwigkszonym stezeniem glukozy, zaburzony zostaje
metabolizm weglowodandéw, lipidow i biatek, co prowadzi do nieprawidtowosci w dziataniu
oraz uszkodzen w wielu narzadach. Poszukiwanie nowych drég oceny czynnosci trzustki
W przebiegu, szczegolnie cukrzycy typu 1, jest niezwykle istotnym zagadnieniem. W zwigzku
z powyzszym, ocena aktywnosei egzoglikozydaz lizosomalnych (EL), w przebiegu tego typu
cukrzyey, podjeta przez lek. Edyte Krzyzanowska-Grycel, wydaje si¢ jak najbardziej zasadna.

Dostarczona do recenzji praca doktorska ma charakter monografii i obejmuje 94
strony komputeropisu, w tym 22 tabele, 14 rycin, 103 pozycje literaturowe - gldéwnie
anglojezyczne, w wigkszosci z ostatnich lat. Praca ma charakter eksperymentalny, skiada sie
z kilku glownych czgsci: Wstepu, omawiajacego istotne dla wyjasnienia zasadnosci celu pracy

zagadnienia, rozdzialu zawierajacego opis wykonywanych do$wiadczen (nazwanych
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Materialy i metody), Dyskusji oraz Wnioskéw. Dodatkowo w pracy znajduje si¢ Lista skrotow.
Streszczenie oraz Abstract.

We Wstepie, ktory jest wprowadzeniem do zagadnien przedstawionych w dystertacji
Autorka omawia etiologie cukrzycy typu 1, budowe i funkcje trzustki oraz definicje zwiazane
z pojeciem egzoglikozydaz lizosomalnych i jej izoenzymow. Za Wstgpem podaza Cel pracy,
w ktérym Autorka prezentuje zalozenia dysertacji. Wyrdzniono cel gldwny pracy, ktorym
byla proba okreslenia aktywnosci egzoglikozydaz liposomalnych: N-acetylo-f3-
heksozoaminidazy (HEX), jej izoenzymow (HEX A oraz HEX B), B-glukuronidazy (GLU)
oraz [-galaktozydazy (GAL), a-mannozydazy (MAN) i a-fukozydazy (FUC) w trzustce
szczurdw z cukrzyca wyindukowana streptozotocytyna, jako parametru uszkodzenia trzustki.
Ponadto. dla pelniejszego obrazu zatozonego celu badania, podjgto si¢ réwniez oceny
aktywnosci EL w trzustkach zdrowych szczuréw, i w trzustkach szczuréw w zaleznosci od
czasu trwania cukrzycy wywotlanej eksperymentalnie oraz ocen¢ wplywu myriocinu na
aktywnos$¢ wybranych EL.

W Materialach i metodach Autorka opisala warunki hodowli szczuréw i sposob
wywolania cukrzycy, wymienila stosowane odczynniki chemiczne i aparaturg, oraz omowita
procedure pobierania i przechowywania materialu do zaplanowanych eksperymentow.
W rozdziale 3.4 opisano metode oceny aktywnosci EL. Analize statystyczna Doktorantka
przeprowadzita za pomoca pakietu statystycznego Statistica 12.0 (StatSoft) wykorzystujac
testy nieparametryczne: Manna-Whithey’a oraz par Wilcoxa. Do oceny zaleznosci migdzy
danymi ilosciowymi zastosowata korelcj¢ rang Spearmanna.

Autorka zestawila Wyniki w postaci 22 tabel i 14 rycin. Korelacje pomigdzy
aktywnosciami specyficznymi poszczegolnych egzoglikozydaz lizosomalnych a innymi
parametrami zostaly zamieszczone w postaci 22 tabel. Badania zostaly przeprowadzone na
szesciu grupach, kazda po 10-12 osobnikéw plei meskiej, w tym dwie kontrolne (dwu- 1
czterotygodniowe), jedna po podaniu mriocinu, dwie kolejne z zainfekowana cukrzyca dwu i
czterotygodniowa oraz ostatnia dwutygodniowa po podaniu myriocinu. Liczebnosci szczurow
w badanych grupach umozIliwity wystarczajaco precyzyjng analize statystyczng otrzymanych
wynikow.

Omowienie Wynikéw i Dyskusja sa przeprowadzone we wiasciwy sposob, zwiezle i
logicznie, co $wiadczy o znajomosci literatury przedmiotu oraz dojrzalosci naukowej

Doktorantki. Po analizie wynikow i dyskusji, Autorka doszla do istotnych wnioskéw. Jednym
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z nich jest potwierdzenie, ze rozna aktywnos¢ EL w trzustkach zdrowych szezuréw sugeruje
zakres katabolizmu badanych EL w tym narzadzie. Co wazne, badania Doktorantki wykazaty,
ze myriocin, nasilajac aktywnos¢ EL, nie ogranicza degradacji trzustki w przebiegu cukrzycy
typu 1.

Interpretacja wynikéw nie budzi zastrzezen merytorycznych, mam jednak kilka

uwag, ktére wymagaja wyjasnienia lub komentarza:

1) Dlaczego Tabela I (str. 8) zatytutowana ,,Etiologicza klasyfikacja cukrzycy”, nie
zostala oparta na nowszej literaturze, jak chociazby: American Diabetes
Association: Diagnosis and classification of diabetes mellitus. Diabetes Care,
2009; 32 suppl. 1: S62-S677;

2) Nastr. 17, w Rozdz. 3. Autorka pisze blgdnie o ,,wigzaniach oligosacharydowych”
w glikokoniugatach. Czy to w oligosacharydach, glikoniugatach, czy tez
w  glikozydach, wiazania pomigdzy konkretnymi jednostkami nazywamy
~wigzaniem glikozydowym”. Stad tez (dalej na str. 17), glikozydazy hydrolizuja
wigzania nie ,,oligosacharydowe™ a glikozydowe™,.

3) W tym samym rozdziale (3., str. 17) uzyto kilkukrotnie stowa .rozszczepia”.
Z chemicznego punktu widzenia, méwimy o ,.rozerwaniu” wiazania,

4) Zgodnie z nomenklaturag chemiczna, powinno sie uzywaé slowa ,reszta
galaktozowa”, analogicznie do reszta cukrowa, a nie ,,grupa galaktozowa™ (str.
19);

5) Co to znaczy, ze proteinazy ,trawig rdzen biatkowy™?;

6) Na str. 29, rozdz. 3.4 Doktorantka podaje, ze badanie aktywnosci EL, bedzie sie
odbywalo poprzez pomiar absorbancji p-nitrofenolu .,uwolnionego z substartu
reakcji”. Jest podany odnosnik literaturowy do metody, jednakze brakuje opisu,
ktory wyjasniatby szczegoly zastosowania pomiaru absorbancji p-nitrofenolu;

7) W Wykazie skrdtow, brakuje kilku ze skrotow, np. SPT (str. 23), SREBP (str. 23);

8) W wykazie Odczynniki chemiczne brak myriocinu oraz streptozotocytyny;

9) Autorce nie udalo si¢ uniknaé ,.skrotow myslowych™ i bledow stylistycznych,
literowych oraz zwigzanych z deklinacja. Kilka przyktadow: w Tabeli 2, str. 16, sa
komorki ,B”, zamiast ,.p”; jony K+ powinny by¢ zapisane jako K, HEX jest

»utworzona”, z dwoch tancuchow (str. 18), powinno byé ,zbudowana™:; raka
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trzustki, nie ,.raku trzustki” (str. 18); mannozydowe, nie ,manozydowe” (str. 21);
powinno by¢ ,.,rozpuszczalnik™, nie ,,rozcienczalnik™ (str. 28).

Podsumowujac, przedstawiong do recenzji pracg¢ doktorskg pani Edyty
Krzyzanowskiej-Grycel, oceniam pozytwynie. Spelnia ona kryteria nowosci naukowej.
Uwazam, ze podjete przez Autorke badanie, przedstawione w recenzowanej dysertacji, jest
zadaniem zlozonym i prezentuje nowatorskie podjscie do poszukiwania nowych narzedzi
diagnostycznych do oceny stopnia uszkodzenia trzustki w cukrzycy typu 1. Ocena aktywnosci
egzoglikozydaz lizosomalnych moglaby si¢ przyczyni¢ w przyszlosci do zindiwidualizowania
terapii cukrzycy tego typu. Stwierdzam réwniez, ze praca doktorska pani Edyty
Krzyzanowskiej-Grycel pt. ,,Ocena aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych w trzustce
szczurow w przebiegu cukrzycy indukowanej eksperymentalnie” zakresem stosowanych
metod i otrzymanych wynikow, a takze sposobem dokumentacji wynikéw odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim i, tym samym, spelnia wymagania ,.Ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym...” z dnia 18 marca 2011 r.

W zwigzku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego
z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszezenie lek. Edyty Krzyzanowskiej-Grycel do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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