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N-acetylocysteiny na aktywnos$¢ egzoglikozydaz lizosomalnych w soczewkach szczuréw z

insulinoopornoscig indukowana dieta bogatottuszczowg”

wykonanej w Zakladzie Fizjologii i Zakladzie Stomatologii Zachowawczej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku oraz Katedrze Nauk Medycznych Pafstwowej Wyzszej Szkoty
Informatyki i Przedsigbiorczosci w Lomzy

pod kierunkiem dr hab. Sylwii Chojnowskiej

Cukrzyca jako jednostka chorobowa cieszy sie¢ niestabnacym zainteresowaniem od
zarania dziejéw medycyny. Pierwsze teksty dotyczace cukrzycy odnajdziemy w literaturze
starogreckiej z II w. naszej ery, a juz w XI wieku objawy tej choroby zaczety by¢ opisywane
w Kanonach Medycyny. Wielki postgp w metodach leczenia cukrzycy dokonat sie w latach
20. XX wieku kiedy to zacz¢to wykorzystywac insuling w praktyce medycznej. Dzisiaj wiele
czotowych laboratoriow, rowniez w Polsce, prowadzi szerokie badania nad tzw. bioniczna
trzustka, ktéra ma zastapi¢ organ nie produkujacy insuliny, co moze by¢ przelomem w
leczeniu cukrzycy typu pierwszego. Sledzac literature fachows dotyczaca cukrzycy w bazie
Web of Science znajdujemy ok. 400 tys. prac opublikowanych od 1900 roku do dzis. Przeszto
30 tys. publikacji ma w tytule stowo .,za¢ma”, a jedynie okoto 1000 z nich ma w tytule
»zaéme cukrzycowa”. Stosunkowo niewielka liczba prac dotyczacych zaémy cukrzycowej
moze Swiadczy¢ o tym, ze ta jednostka chorobowa nadal ma jeszcze wiele tajemnic.
Powyzsze spostrzezenia ugruntowuja mnie w przekonaniu, ze badania dotyczace poznawania
mechanizmow, diagnozowania i leczenia cukrzycy oraz jej powiklan sa ze wszech miar
waznym trendem medycyny i nauk pokrewnych. Tym samym Doktorantka podejmujac
zagadnienia zwigzane z etiopatologia cukrzycy i jej powiklan wpisuje si¢ w te jakze aktualng

tematyke.
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Celem przedstawionej do oceny dysertacji jest oszacowanie wptywu
N-acetylocysteiny (znanego i stosowanego w praktyce medycznej antyoksydantu) na
katabolizm glikokoniugatow soczewki oka szczuréw w warunkach indukowanej dietg
insulinoopornosci. Zaktadajac mozliwos¢ oddziatywania glikokoniugatow na podwyzszenie
poziomu stresu oksydacyjnego i rozwo6j zaémy, nalezy uznaé, ze postawiona hipoteza o
protekcyjnym dziataniu N-acetylocysteiny na soczewke oka wynikajagcym z oczekiwanego
obnizenia aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych jest uzasadniona, a szczegotowe cele
badan i dobrana metodyka pozwalaja na jej weryfikacje.

Pod wzgledem edytorskim praca doktorska lek. med. Pauliny Sienickiej jest
przygotowana bardzo starannie. Klarowny jezyk fachowy nie jest przetadowany terminami,
co ulatwia odbior tekstu réwniez fachowcom z dziedzin pokrewnych, takim jak ja. Odbior
pracy znaczaco ulatwia rowniez szczegolowy spis stosowanych skrotow. Oceniana rozprawa
zostala spisana na ponad 150 stronach maszynopisu uzupelnionego dziewigcioma tabelami i
okolo trzydziestoma rycinami odpowiednio opisanymi i cytowanymi w tekscie, stanowigcymi
dobre uzupelnienie tresci. Dysertacja ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych, gdzie
obszerny wstep poprzedza hipoteze i szczegdtowo postawione cele pracy. Wstep zawiera
informacje dotyczace anatomii i histologii oka, ze szczegdlnym uwzglednieniem soczewki,
jak tez zagadnienia zwigzane z patogeneza i metodami leczenia zaémy bedgcej powiklaniem
cukrzycy. We wstepie zaznaczone sa rowniez istotne dla pracy zagadnienia biochemii i
fizjologii oka z uwzglednieniem charakterystycznych procesow zwigzanych z metabolizmem
weglowodanéw, procesami oksydoredukcyjnymi oraz rola glutationu w naturalnej ochronie
oka przed skutkami stresu oksydacyjnego. Autorka odnotowuje réwniez, ze w warunkach
insulinoopornosci, w oku nastepuja zmiany prowadzace do zaburzen potencjatu
oksydoredukcyjnego, czego wynikiem moga by¢ zwyrodnienia charakterystyczne dla za¢my
cukrzycowej. Powyzsze informacje sg szczegdlnie cenne dla stawianej hipotezy i
uzasadnienia celu pracy. Bardzo istotny pod tym wzgledem jest rowniez rozdzial dotyczacy
N-acetylocysteiny i jej udziatu w syntezie glutationu, a co z tym zwigzane, utrzymywania
odpowiedniego potencjatu oksydoredukcyjnego komorek, jak tez wybrane tresci dotyczace
glikokoniugatéw i enzyméw zwigzanych z ich metabolizmem. Biorgc pod uwage cel pracy
mozna by usunaé niektore tresci ze wstepu (bedacego zdecydowanie najdtuzsza czgscia
pracy) koncentrujgc sie na zagadnieniach zwigzanych z rownowaga oksydoredukeyjna oka,
roli egzoglikozydaz lizosomalnych w stresie oksydacyjnym i etiologii za¢my cukrzycowej, co

w oczywisty sposéb ugruntowuje cel badan i wskazuje ich niebagatelng wage w obliczu



czestoscl wystgpowania powiklan cukrzycowych zwigzanych z narzadem wzroku. Pod tym
wzgledem przeprowadzone badania sa uzasadnione i wartosciowe. Podobng uwage natury
edytorskiej mam do rozdziatu ,.Zalozenia i cel pracy”, ktéry mozna by skrécié¢ do jednej
strony.

Eksperyment stanowiacy podstawe rozprawy przeprowadzono na modelu zwierzecym,
ktory stanowily samce szczuréw rasy Wistar podzielone na 4 grupy (grupe kontrolna, grupe
poddana dziataniu N-acetylocysteiny, grupe z wyindukowang insulinoopornoscia i grupe
szczurow insulinoopornych, ktérym podawano N-acetylocysteing). Po o$miu tygodniach
eksperymentu szczury usmiercano i pobierano od nich soczewki oczu bedace bezposrednim
materiatem do dalszych analiz. Na przeprowadzenie eksperymentu Autorka uzyskata zgode
Lokalnej Komisji Etycznej w Olsztynie. Wybor obiektu badan i schemat przeprowadzonego
eksperymentu jest zasadny biorac pod uwagg postawiong hipoteze i cele badan. Opis
eksperymentu jest klarowny i daje mozliwosc¢ jego odtworzenia. Z punktu widzenia
pozniejsze] interpretacji wynikow, zastanawia jednak fakt nierownej liczby osobnikow w
poszczegolnych grupach. Metoda zastosowana do potwierdzenia osiagnigtego efektu
insulinoopornosci nie budzi zadnych zastrzezen. Analizy biochemiczne polegajace na
uzyskaniu materiatu i oznaczeniu aktywnosci pieciu egzoglikozydaz lizosomalnych w
soczewkach oka szczur6w wykonano prawidtowo z niewatpliwag znajomoscia procedur
enzymologii. Opis metodyczny w tym zakresie mozna by znaczaco uprosci¢ podajac stezenia
stosowanych substratéw i buforéw, zamiast szczegélowych procedur ich przygotowania.
Ogoélnie, zastosowane metody eksperymentalne i analityczne pozwalaja na uzyskanie
wynikéw dajacych mozliwos¢ falsyfikacji stawianej hipotezy. Po lekturze tego rozdziatu
nasuwa mi si¢ pewna uwaga natury terminologicznej. Uwazam, ze w polskich tekstach lepiej
uzywac terminu ,,aktywnos¢ wlasciwa” i wyraza¢ ja w jednostkach U/mg biatka niz w
Katalach. Analiza statystyczna prezentowanych wynikow jest odpowiednia. Dobér metod
nieparametrycznych w celu stwierdzania réznic w obrebie porownywanych danych wynika z
braku rozktadu normalnego danych, co bylo rowniez powodem poréwnywania median
zamiast wartosci $rednich. Dobor odpowiednich metod statystycznych jest kluczowy dla
prawidlowej analizy wynikow, a w przypadku ocenianej pracy nie budzi zastrzezen.

Syntetycznie opisane wyniki Autorka logicznie podzielita na podrozdziaty opisujace
aktywnos$¢ poszczegolnych egzoglikozydaz w rdéznych wariantach eksperymentalnych,
zestawiajac uzyskane wyniki w tabelach i ilustrujac wykresami z programu ,,Statistica™.

Rozdziat ,,Wyniki” zamyka tabela podsumowujaca uzyskane dane. Autorka skupita sie na



analizie statystycznej i porownaniu median w grupie kontrolnej wzglgdem grupy z
wyindukowang insulinoopornoscia i grupy z wyindukowang insulinoopornoscia traktowanej
N-acetylocysteing wzglgdem grupy z wyindukowana insulinoopornoscig. Opisane powyzej
podejécie uwazam za uzasadnione, gdyz zmiany notowane pomigdzy powyzej opisanymi
grupami s3 najistotniejsze z punktu widzenia falsyfikacji postawionej hipotezy. Sposrod
pieciu przebadanych egzoglikozydaz Autorka odnotowata wzrost (okoto 30%) aktywnosci
N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy w grupie insulinoopornej w stosunku do grupy kontrolne;.
W przypadku innych enzyméw nie odnotowano istotnych statystycznie réznic pomigdzy
poszczegolnymi grupami eksperymentalnymi. Uwazam, ze warto$cig dodang ocenianej pracy,
w obliczu braku takich danych w literaturze, jest porGwnanie aktywnosci poszczeg6lnych
egzoglikozydaz w warunkach kontrolnych, gdzie Autorka stwierdza, ze zdecydowanie
najaktywniejszym z badanych enzymow jest wiasnie N-acetylo-B-D-heksozoaminidaza
(aktywno$¢ przynajmniej 10-krotnie wyzsza w porownaniu z aktywnoscig pozostatych
egzoglikozydaz). Szkoda, ze Autorka posiadajac odpowiednie wyniki nie przedstawita i nie
poréwnata danych dotyczacych zawartosci biatka w soczewkach oczu szczuréw (np.
zawarto$é biatka w odniesieniu do $wiezej masy soczewki). Uwazam, ze poréwnanie takie
stanowitoby cenny wynik i mogtoby wskaza¢ na zmiany tempa biosyntezy biatka w
poszczegdlnych wariantach eksperymentu. Podsumowujac, uwazam, ze opis uzyskanych
wynikéw pozwala na znalezienie odpowiedzi na pytania stawiane w rozdziale ,,Zatozenia i cel
pracy”, a co za tym idzie, na weryfikacj¢ postawionej hipotezy.

Rozdzial ,,Dyskusja” zawiera interpretacje uzyskanych wynikéw w odniesieniu do
danych z literatury w szerokim kontekscie. Autorka wskazuje, ze uzyskane w pracy dane maja
znamiona nowosci naukowej, gdyz w literaturze przedmiotu Autorka nie znalazta danych
dotyczacych aktywnosci egzoglikozydaz w soczewce oka zwierzat doswiadczalnych z
indukowana insulinoopornoscia, jak réwniez informacji o oddziatywaniu N-acetylocysteiny
jako potencjalnego cytoprotektanta na aktywnos¢ badanych enzyméw w warunkach
insulinoopornosci. Autorka nie stwierdzita ograniczenia aktywnosci badanych enzyméw u
insulinoopornych szczuréw traktowanych N-acetylocysteing w porownaniu z grupg
insulinooporna. Dlatego uwazam, ze w $wietle uzyskanych wynikéw postawiong hipotezg
nalezy odrzuci¢. Tym niemniej praca przyniosta cenne i oryginalne wyniki. Potwierdzenie
wystepowania w soczewce oka 5 badanych egzoglikozydaz nalezy uznac za wartos¢
poznawczg, szczegdlnie w swietle poréwnania ich aktywnoscei i stwierdzenia, ze
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wartos¢ praktyczng jako potencjalny marker insulinoopornosci, a gdyby okazato sie, ze
odnotowana zmiana koreluje ze stanem soczewki oka, moze to by¢ potencjalny marker
wezesnych standéw zaémy cukrzycowej. Oczywiscie tak daleko idace alternatywne hipotezy
wymagajg dalszych badan i szczegotowych weryfikacji. Zastanawiam sie, co Autorka sadzi o
znaczeniu sposobu podania N-acetylocysteiny zwierzetom eksperymentalnym? Czy aplikacja
w formie kropli do oczu o odpowiedniej formulacji nie zmienilaby radykalnie uzyskanych
wynikow? Czy w $wietle uzyskanych wynikow i wlasciwosci N-acetylocysteiny nie
nalezaloby, obok pomiaréw aktywnosci badanych w pracy enzymow, sprawdzi¢ rowniez
poziom glutationu we krwi, a moze nawet w ptynie wypelniajgcym komory gatki ocznej, jak
rowniez aktywnos¢ enzymow szlaku pentozofosforanowego generujacych NADPH
niezbednego do redukcji utlenionego glutationu?

Praca jest opatrzona wnioskami jak tez streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
Uwazam, ze dwa ostatnie wnioski sa zbyt daleko idace, gdyz wsparte jedynie tendencjami
zmian aktywnosci badanych enzymow, a nie potwierdzonymi statystycznie roznicami. W ich
miejsce osobiscie umiescitbym wniosek o potencjalnych wlasciwosciach diagnostycznych
pomiardw aktywnosci N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy jako wczesnego markera
insulinoopornosci, jezeli podobne wyniki uzyskano by na przyktad w krwi obwodowej, co
oczywiscie wymaga dodatkowych badan.

Spis pismiennictwa zawiera przeszio 300 pozycji. z ktérych okoto 30 pochodzi z
ostatnich 3 lat. Autorka cytuje roéwniez klasyczne pozycje literatury z lat siedemdziesiatych
ubieglego wieku, a nawet wezesniejsze dotyczace cukrzycy. W literaturze przewazajg pozycje
z anglojezycznej prasy fachowej, zdarzajg si¢ podreczniki akademickie, strony internetowe
organizacji takich jak Narodowy Fundusz Zdrowia, World Health Organization czy
International Diabetes Federation i charakterystyki wybranych produktéow leczniczych.
Autorka odwoluje si¢ rowniez do dostepnych sobie prac doktorskich i habilitacyjnych.
Ogdlnie dobdr zZrodel nalezy oceni¢ pozytywnie i stwierdzi¢, ze §wiadczy on o bardzo
szerokiej znajomosci zagadnien poruszanych w pracy zaréwno pod wzgledem medycznym
jak i biochemicznym.

Konczac oceng pracy wskazuje ponizej kilka uwag do dyskusji.

1. Autorka na str. 18 swojej dysertacji stwierdza, ze .,....w glikolizie tlenowej z jednej
czasteczki glukozy powstaje az 36 czasteczek ATP.....”. Czy Autorka moglaby wyjasnié,
skad taki bilans glikolizy tlenowej?



2. Uwazam, ze na rycinie 7 nalezatoby inaczej rozwigza¢ oznaczenie procesu
glikolizy. W obecnym stanie mozna doj$¢ do blednego wniosku, ze Autorka nie zalicza
przemian generujacych ATP do procesu glikolizy. Na tym schemacie nalezatoby zaznaczy¢
reakcje dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowej, ktora rowniez generuje NADPH w szlaku
pentozofosforanowym. Reakgje te sg bardzo istotne w utrzymaniu odpowiedniego potencjatu
oksydoredukcyjnego komérek, szczegolnie jesli chodzi o redukcje utlenionego glutationu, co
jak nadmienia Autorka, ma ogromne znaczenie w procesie rozwoju zaémy cukrzycowe;j. Jakie
inne reakcje mogg by¢ zrédtem NADPH w specyficznych warunkach soczewki oka? Czy ma
tu istotne znaczenie reakcja katalizowana przez dekarboksylujgca dehydrogenazg jabiczanowa
(tzw. enzym jablczanowy)?

3. Rycina 10 sugeruje, Ze substratem dla reduktazy aldozowe;j jest ,,hiperglikemia”.
Nalezatoby zaznaczyé to w inny sposob. Biorac pod uwagg, ze zasilanie uktadu w NADPH
jest kluczowe dla utrzymania odpowiedniego poziomu zredukowanego glutationu, a co z tym
zwigzane, ograniczenia stresu oksydacyjnego i poprawy stanu soczewki oka. Czy Autorka
moglaby rozwinaé zagadnienie konkurencji o substrat (NADPH) pomigdzy reduktazg
aldozowa i reduktaza glutationowa? Czy ograniczenie ilo$ci zredukowanego glutationu w
warunkach hiperglikemii wynika z réznic w powinowactwie tych enzymow do NADPH, czy
ze zmian poziomu ekspresji kodujacych je genow, czy zalezy moze jedynie od dostgpnosci
substratow?

4. Jak Autorka odnosi siec do mojej sugestii zmiany sposobu aplikacji
N-acetylocysteiny? Czy podawanie tego zwiazku bezposrednio do oka (w kroplach o
odpowiedniej formulacji) mogtoby zasadniczo wptyng¢ na uzyskane wyniki? Czy
jednoczesna suplementacja selenocysteing niezbedng do aktywnosci peroksydazy
glutationowej nie wspomogtaby oczekiwanego efektu cytoprotekcyjnego?

5. Czy z punktu widzenia poszerzenia mozliwosci interpretacji wynikow w przysztych
badaniach nie nalezatoby, w pozyskanym materiale, oznacza¢ poziomu glutationu i enzymoéw

zwigzanych z generowaniem NADPH?

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej lek. med. Pauliny Sienickiej stwierdzam,
ze praca kwalifikuje sie do dziedziny nauk medycznych i nauk o zdrowiu i dyscypliny nauki
medyczne. Zawarte w recenzji uwagi maja na celu sprowokowanie dyskusji i wskazanie
mozliwosci wzbogacenia zakresu badan przed publikacja. Uzyskane wyniki maja niewatpliwy

wklad w rozszerzenie wiedzy na temat potencjalnego zakresu sposobéw zachowawczego



leczenia za¢my cukrzycowej, a moze tez wezesnej diagnostyki tej choroby, co nadaje
niebagatelnej wartosci ocenianej rozprawie zarowno pod wzgledem naukowym jak i
utylitarnym. W zwiagzku z powyzszym stwierdzam, ze praca doktorska lek. med. Pauliny
Sienickiej pt.: ,,Wplyw N-acetylocysteiny na aktywnosc egzoglikozydaz lizosomalnych w
soczewkach szczuréw z insulinoopornoscia indukowang dietg bogatottuszczowa™ zakresem
stosowanych metod i otrzymanych wynikow, a takze sposobem ich dokumentacji i prezentacji
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim i spefnia warunki okreslone w art.13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) oraz art.179 ust.1 ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U z 2018 r.poz.1669 z pdzn.zm.), dlatego wnosze do Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku o dopuszczenie lek. med. Pauliny Sienickiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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