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OCENA
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Nowinskiej wykonanej w Zakladzie
Histologii i Cytofizjologii, Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Tytul pracy ,,Jmmunoreaktywnos¢ receptoréw kannabinoidowych CBI i CB2, biatka
S100A6, insuliny i glukagonu w komdrkach wysp trzustkowych u szczurow
mocznicowych”

Promotor: Pani prof. dr hab. Irena Kasacka.
Podstawa formalna

Zgodnie z Uchwalg Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z dnia
26 czerwca 2020 r. zostalam powolana na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej.
Przewod prowadzony jest w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
dyscyplina nauki medyczne.

Rozprawa zostala wykonana w Zakladzie Histologii i  Cytofizjologii,
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Uniwersytetu
Medycznego w Biatlymstoku, wiodacym o$rodku naukowym, specjalizujacym sig
w badaniach komorek neuroendokrynowych, w analizach immunohistochemicznych
hormonéw i biologicznie czynnych bialek w narzadach szczuréw mocznicowych
i szczuréw z nadci$nieniem samoistnym i naczyniowo-nerkowym.

Trzustka jest jednym z najwazniejszych narzadéw organizmu ludzi i zwierzat.
Komorki endokrynowe wysp trzustkowych wydzielaja insuling i glukagon, ktore
kontroluja odpowiednie st¢zenie glukozy we krwi, a tym samym gospodarke
weglowodanowa organizmu. Na funkcje komorek wysp trzustkowych wplywaja
m.in. nieprawidtowosci wydalania glukozy i hormonow regulujacych jej stgzenie
przez nerki. Zmiany w komorkach czesci endokrynowej trzustki obserwuje sig
podczas mocznicy schytkowego stadium przewleklej niewydolnosci nerek.
W wyspach trzustkowych lokalng homeostaz¢g wydzielania insuliny i glukagonu
reguluje autonomiczny ukitad endokannabinoidowy poprzez receptory CB1 i CB2
wplywajace na utrzymanie odpowiedniego poziomu glukozy we krwi. Oba rodzaje
receptorow oddzialywuja na wiele komorkowych szlakow sygnatowych zwigzanych
z sekrecja i przezywaniem komoérek wysp trzustkowych. Aktywacja receptorow CB1



poprzez kannabioidy wytwarzane w komorkach a wysp trzustkowych moze prowadzié
do wzrostu wydzielania insuliny przez komorki B. W pewnych okolicznosciach
receptory CB1 moga zwigksza¢ dokomérkowy naplywu jonéw wapnia, a sensorem
tych jonéw jest biatko S100A6. Ponadto wykazuje ono zdolno$é¢ wigzania
innych ligandéw, stad bierze udzial w regulacji wielu proceséw komorkowych.
Jednakze dokladne mechanizmy dzialania tego bialka nie sa w pelni poznane.
Wiadomo, ze stymuluje ono sekrecj¢ insuliny przez komorki B wysp w warunkach
zwigkszonego stgzenia wewnatrzkomorkowego wapnia w  wyniku aktywacji
blonowych kanaléw wapniowych. Ekspresja biatka S100A6 moze ulega¢ zmianom
w warunkach patologicznych. Badania ostatnich lat wskazuja, ze mocznik moze
bezposrednio oddzialywa¢ na dysfunkcje komoérek wysp trzustkowych. Mechanizmy
upo$ledzonego wydzielania insuliny pozostaja jednak niejasne. Stad Doktorantka
bardzo trafnie podj¢ta si¢ nowatorskich badan oceny immunoreaktywnosci receptorow
kannabinoidowych CB1 i CB2, biatka S100A6, insuliny i glukagonu w komdrkach
wysp trzustkowych u szczuréw z eksperymentalnie wywolang mocznica.

Ocena struktury pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Nowinskiej liczy 83 strony przejrzystego
wydruku komputerowego ze 111 pozycjami piSmiennictwa. Zawiera tekst
i dokumentacj¢ zaprezentowana na wysokiej jakosci 14 mikrofotografiach,
2 barwnych rycinach i w 7 tabelach. Uklad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich.

Prace obejmuje: Spis tresci, Wykaz skrotow, Wstep, Zalozenia i cel pracy,
Material i metody, Wyniki badan, Dyskusje, Wnioski, Streszczenia w jezyk polskim
i angielskim, Pismiennictwo, Spis tabel i rycin.

Ocena merytoryczna

We Wstepie Doktorantka w bardzo przemyslany 1 merytoryczny sposob
wprowadza czytelnika w te tematy, ktore istotne sa dla zrozumienia prezentowanych
wynikow badan i ich interpretacji, co wskazuje na wnikliwe potraktowanie tematu
badan. Podane tresci dotycza przebiegu przewleklej choroby nerek, zaburzen
gospodarki weglowodanowej i wapniowo-fosforanowej oraz leczenia przewleklej
choroby nerek. W przystgpny sposéb przedstawiono budoweg i funkcje trzustki.
Ponadto  Doktorantka podsumowata dotychczasowa wiedz¢ o ukladzie
endokannabinoidowym ze szczegdlnym uwzglednieniem receptoréw CBl1 i CB2
w czesci endokrynowej trzustki. Przedstawila gléwne szlaki sygnalowe aktywowane
przez te receptory zwiazane z sekrecja oraz przezywaniem komorek wysp
trzustkowych. Opisata biatkko S100A6, kanaly jonowe ze szczeg6lnym
uwzglednieniem kanaléw wapniowych oraz ich udzial w wydzielaniu insuliny.

Cele badan zostaly poprawnie sformutowane. Doktorantka podj¢la si¢ oceny
morfologii wysp trzustkowych w preparatach barwionych metoda H+E,
mikroskopowej oceny zmian immunoreaktywnosci receptoréw kannabinoidowych
CBI1 i CB2, biatka S100A6, kanatéw wapniowych, insuliny i glukagonu u szczuréw
z indukowang chirurgicznie mocznica i u zwierzat z prawidlowa czynnoscig nerek.



Kolejnym celem pracy byly wykonanie pomiaréw morfometrycznych parametrow
wysp trzustkowych oraz intensywnosci reakcji immunohistochemicznych u SZCZUrOw
mocznicowych i kontrolnych.

Material archiwalny pochodzil od 18 szczurow Wistar podzielonych na trzy
grupy. Dwie grupy byly kontrolne. W pierwszej grupie zwierzgta nie byly poddawane
zadnym zabiegom, a w drugiej szczury poddano pozornemu zabiegowi
chirurgicznemu. Trzeciej grupie zwierzat wywolano do$wiadczalng mocznicg. Po
28 dniach, od zabiegu chirurgicznego, pobierano krew z serca i mierzono w surowicy
stezenie mocznika i kreatyniny. Po u$mierceniu zwierzat pobrano do badafh ogon
trzustki. Po utrwaleniu materialu w plynie Bouin'a wykonano parafinowe bloczkKi
rutynowa technika histologiczng. Skrawki badanego narzadu barwiono metoda H+E
i oceniono morfologi¢ wysp trzustkowych. Dla wykrycia antygenéw w komorkach
wyspach trzustkowych przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne z uzyciem
6 pierwotnych przeciwciat (skierowanych przeciwko receptorom CB1, CB2, biatku
S100A6, kanalom wapniowym, insulinie i glukagonowi). We wlasciwy sposob
wykonano reakcje kontrolne negatywna i pozytywna. Wszystkie preparaty oceniano
w mikroskopie $wietlnym Olympus BX41 posiadajacym tor wizyjny, sprzezony
z komputerem PC, wyposazonym w program morfometryczny do analizy obrazu
NIS-Elements Advanced Research firmy Nikon. Dokonano analizy morfometryczne;j
wysp trzustkowych tj. pola powierzchni, dlugosci, szerokosci oraz ich kraglosci oraz
okreslono stopien intensywnosci reakcji immunohistochemicznych badanych
antygenow tkankowych. Analiza statystyczna w/w parametréw zostata wykonana przy
uzyciu arkusza kalkulacyjnego Microsoft Office Excel 2010 oraz pakietu
statystycznego Statistica version 12.5 PL. Wybdr metod i technik badawczych, jak
i sposéb ich przeprowadzenia jest odpowiedni dla tego rodzaju badan i uzyskania
wiarygodnych wynikow.

W rozdziale Wyniki Pani mgr Paulina Nowinska przedstawila w sposob
wyczerpujacy uzyskane rezultaty w postaci dobrej jakosci barwnych mikrofotografii
oraz przejrzystych tabel. Trzustka obu grup kontrolnych zwierzat miata podobng
morfologig, dlatego wykorzystano wyniki badan od szczuréw pozornie operowanych.
U zwierzat mocznicowych, na poziomie mikroskopu $wietlnego, Autorka stwierdzita
zmiany histopatologiczne manifestujace si¢ wigksza powierzchnig i nieregularnym
ksztaltem wysp trzustkowych w poréwnaniu z ich prawidlowa morfologia u zwierzat
kontrolnych. Badania morfometryczne wykazaty wigksze pole powierzchni i wigksza
dlugo$§¢ oraz mniejszq kraglo$¢ wysp trzustkowych. W wyspach pochodzacych
od szczuréw z chirurgicznie wywolana mocznica wystapit wzrost stopnia
intensywnosci immunozabarwienia receptorow CB2, kanalow wapniowych oraz
glukagonu w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Przeciwnie u tych zwierzat nastapil
spadek immumunozabarwienia receptoréw CBI1, biatka S100A6 i insuliny. Analiza
densytometryczna potwierdzila w/w obserwacje w mikroskopie $swietlnym dotyczace
roznicy stopnia intensywnosci reakcji immunohistochemicznych. Dodatkowo
wykazata najwieksza roznice gestosci optycznej receptorow CB2 i biatka SI00A6.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka analizuje otrzymane wyniki na tle
pi$miennictwa polskiego i §wiatowego, wykazujac si¢ duza wiedza i umieje¢tnoscia
przedstawienia zalezno$ci niezbednych do interpretacji wynikoéw badaf wiasnych.
Pani mgr Paulina Nowinska w sposob wystarczajacy podejmuje prob¢ wyjasnienia



mechanizméw zachodzacych w komérkach endokrynowych wysp trzustkowych
w powigzaniu z do$wiadczalnie wywotana mocznica u szczurow.

Wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ wykazaly, ze podczas przewleklej
niewydolnosci nerek dochodzi do zaburzen morfologii i funkcji komorek wysp
trzustkowych. Zmiany te moga by¢ nastgpstwem rozregulowanych mechanizmow
wiaczonych w utrzymanie homeostazy organizmu, co moze stanowi¢ proces
adaptacyjny, aby ograniczy¢ zaburzenia gospodarki wapniowej podczas mocznicy.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka opracowata 4 poprawne wnioski.
Rozprawa doktorska ma charakter nowatorski i poznawczy, a uzyskane wyniki
w przysziosci moga mie¢ znaczenie praktyczne w celu opracowania odpowiednich
metod terapii.

Ze wzgledu na obowiazek recenzenta ponizej zamieszczam uwagi, ktére nie
zmniejszaja wartoSci merytorycznej przedstawionej do oceny pracy doktorskie;j,
a jedynie mogg by¢ pomocne w przygotowaniu manuskryptu do druku:

— brakuje gatunku zwierzgcia na ktérym wyprodukowane zostalo poliklonalne

przeciwciato skierowane przeciwko ludzkiej insulinie na str. 30,

— W rozdziale ,Material i metody” str. 28/29 zdanie jest niedokonczone ,,Aby
zapobiec wychtodzeniu ciala ...”,

— w tabeli 4 zakradt si¢ blad, gdyz po angielsku widnieje wartos¢ p-value,

— brak w piSmiennictwie pracy Okazaki i wsp. 1994 cytowanej na str. 59,

— nie dostrzegltam cytowania dwoch pozycji piSmiennictwa 10 oraz 89.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedtozong do oceny rozprawe¢ doktorska Pani mgr Pauliny Nowinskiej
oceniam wysoce pozytywnie. W pelni spetnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane
rozprawom doktorskim w $wietle art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
z 2014 r., poz. 1852 ze zm. w Dz. U z 2015 r. poz. 249). i wnioskuj¢ o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych czynnosci przewodu doktorskiego.

Rownocze$nie wnosz¢ o wyr6znienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda ze
wzgledu na aktualng tematyke, stanowiaca wazna cze¢$¢ Swiatowych badan i wysoka
warto$¢ naukowa i poznawcza.
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