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Recenzja pracy doktorskiej mgr Patrycji Bronowickiej-Adamskiej
zatytulowanej “Badanie aktywnosci i ekspresja enzyméw bioracych
udzial w tworzeniu siarkowodoru w réznych ukladach
doswiadczalnych” (Study of the activity and expression of the enzymes
involved in the formation of hydrogen sulfide in various experimental
systems)

Doktorantka za gtéwne cele swojej pracy wybrala:

1. Zbadanie mozliwosci réznych tkanek prawidlowych oraz nowotworowych do
tworzenia siarkowodoru, poprzez oznaczenie aktywnosci i ekspresji enzymow
bioracych udziat w jego przemianach.

2. Zbadanie roli siarkowodoru w przebiegu procesu zapalnego zwiazanego z

uszkodzeniem $luzowki zoladka szezuréw wywolanego stresem.

Do celéw szczegotowych pracy nalezato opracowanie modyfikacji metody PR-
HPLC, ktéra umozliwi oznaczenie poziomu glutationu, cysteiny i cystyny oraz
opracowanie metod umozliwiajgcych oznaczenie stezenia siarkowodoru i aktywnosci
enzymow biorgcych udzial w wytwarzaniu siarkowodoru w tkankach o matej
aktywnosci enzymoéw bioragcych udziat w metabolizmie aminokwaséw siarkowych i

wytwarzaniu siarkowodoru.



W roku 1713 Bernardino Ramazzini. wloski lekarz uwazany za ojca medycyny
pracy, opisal w swojej pracy De Morbis Artificum Diatriba drazniace dzialanie
siarkowodoru na oczy u 0séb oczyszczajacych kanalizacje $ciekowa. Od tego czasu,
przez blisko 300 lat siarkowodor w literaturze medycznej byt opisywany jako toksyczny

gaz.

W ostatnich dwudziestu latach pojawity sig¢ wyniki licznych badan, ktére dowodza,
ze siarkowodor podobnie jak tlenek azotu, jest waznym mediatorem biologicznym,
ktory bierze udzial w regulacji funkcji wielu uktadow organizmu zwierzat. Co wiece;.,
szereg badan wskazuje, ze zaburzone wytwarzanie siarkowodoru towarzyszy wielu

chorobom metabolicznym oraz nowotworowym.

Obecnie prowadzone sg badania nad zastosowaniem donoréw siarkowodoru w
leczeniu chorob uktadu krazenia, chordb blony sluzowej zotadka i innych. Badania nad
siarkowodorem napotykajg jednak pewne problemy, takie jak trudnosci w oznaczeniu
stezenia siarkowodoru w tkankach. Brak precyzyjnych metod pozwalajacych na
okreslenie fizjologicznego stezenie siarkowodoru w tkankach, stwarza trudnosei w
interpretacji badan z uzyciem donoréw siarkowodoru oraz inhibitoréw jego

wytwarzania.

W zwigzku z powyzszym, wybdr tematu pracy oraz celéw pracy
zaproponowanych przez Panig mgr Patrycj¢ Bronowicka-Adamskg uwazam za bardzo

zasadny.

Przedlozona do recenzji praca doktorska liczy 71 stron maszynopisu, w skfad
ktorego wehodzi wprowadzenie, opis celu pracy, opis materiatu i metod, przedruk
czterech opublikowanych przez Doktorantke prac oraz oméwienie najwazniejszych
wynikow 1 wnioskoéw plynacych z pracy. Do manuskryptu zatagczono oswiadezenia
wspotautorow, wskazujace indywidualny wktad Doktorantki w opublikowane prace.
Cykl czterech prac oryginalnych, wchodzacy w skiad manuskryptu dotyczy tematyki z

zakresu tworzenia siarkowodoru w rdéznych tkankach, w kilku uktadach



doswiadczalnych oraz metod oznaczania siarkowodoru i aktywnosci enzymow
biorgcych udzial w jego wytwarzaniu. We wszystkich pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem. Prace to zostaly opublikowane w prestizowych pismach

naukowych, o tacznym wspotezynniku odziatywania IF blisko 11.

Starannie i przejrzyscie napisane wprowadzenie oraz opis celéw i metod
wykorzystanych w pracy, stanowig doskonate wprowadzenie do tematyki badan

podjetych w przedtozonym cyklu prac.

W pierwszej pracy pt. “RP-HPLC method for quantitative determination of
cystathionine, cysteine and glutathione: An application for the study of the metabolism
of cysteine in human brain” opublikowanej w Journal of Chromatography B (2011),
Doktorantka przy uzyciu zmodyfikowanej przez siebie metody RP-HPLC, oznaczyta
poziom cystationiny w mozgu ludzkim, wykazujac wysokie zréznicowanie poziomu
cystationiny w zaleznosci od badanego region mézgu. Dodatkowo w pracy oznaczono

aktywno$¢ enzymow biorgeych udziat w syntezie siarkowodoru.

W drugiej pracy z cyklu, pt. ,,An application of RP-HPLC for determination of
the activity of cystathionine B-synthase and y-cystathionase in tissue homogenates™
opublikowanej w Nitric Oxide (2015), Doktorantka opracowata metode badania
aktywnosci uktadu enzymatycznego CBS/CTH w homogenatach tkankowych oraz
zbadala aktywno$¢ powyzszych enzyméw w réznych tkankach mysich (mézgu,
watrobie, nerkach). W pracy wykazano, ze tworzeniu siarkowodoru w watrobie zalezne
jest glownie od aktywnosci CTA, natomiast w mézgu gldéwna role wydaje sie odgrywacé

CBS.

Kolejna, trzecia praca cyklu pt. ,,Hydrogen sulfide generation from l-cysteine in
the human glioblastoma-astrocytoma U-87 MG and neuroblastoma SHSYSY cell lines”,
opublikowana w Acta Biochimica Polonica (2017) jest poswiecona badaniu
wytwarzania siarkowodoru z L-cysteiny w komorkach z linii nowotworéw ukladu
nerwowego. W pracy te] wykazano istotne rdznice pomiedzy badanymi liniami

komorek nowotworowych w procesie wytwarzania siarkowodoru. Co wazne, w

niniejszej pracy zastosowano opracowang przez Doktorantke modyfikacje metody

(U]



oznaczenia siarkowodoru tworzonego w obecnosci L-cysteiny i wigzanego w warstwie

agarozy.

W czwartej, ostatniej z cyklu pracy pt.” Hydrogen Sulphide Production in
Healthy and Ulcerated Gastric Mucosa of Rats” opublikowanej w czasopismie
Molecules (2017), Doktorantka przy zastosowaniu wymienionej powyzej metody
oznaczania siarkowodoru, oraz przy zastosowaniu metod RT-PCR i Western-blot badala
wytwarzanie siarkowodoru i ekspresj¢ enzymow biorgeych udziat w jego wytwarzaniu i
degradacji. Badania prowadzone byly na szczurzej, prawidtowej blonie sluzowe;j
zolgdka oraz na btonie §luzowej z owrzodzeniami. W badaniach tych nie
zaobserwowano réznic w ekspresji czterech najwazniejszych enzymdw bioracych udziat

w wytwarzaniu siarkowodoru.

W mojej ocenie cykl prac przedstawionych przez Panig mgr Patrycje
Bronowickg-Adamska wnosi nowa wiedzg w zakresie badan nad rola siarkowodoru w
ukfadach biologicznych. Badania te dostarczaja nowych informacji na temat stezenia
siarkowodoru oraz aktywnosci enzymow biorgeych udzial w metabolizmie
siarkowodoru w réznych tkankach. W szczegdlnosci, na uwage zastuguja opracowane
modyfikacje metod oznaczenia wytwarzania siarkowodoru i oznaczenia aktywnogci

enzymow bioracych udzial w metabolizmie siarkowodoru.

Opis metodyki i wynikéw w cyklu opublikowanych prac jest precyzyjny i
staranny, wskazujacy na doskonate opanowanie warsztatu badawczego i umiejetnosé
analizy uzyskanych wynikow. Wstep i dyskusja w cyklu prac wskazuja z kolei na
bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki w zakresie tematyki dotyczacej
fizjologicznej roli siarkowodoru, proceséw bioracych udziat w jego wytwarzaniu oraz
metod badawczych. Doktorantka wykazata takze umiejetnosé krytycznej dyskusji

wynikow wiasnych w odniesieniu do informacji dostepnych w pismiennictwie.

W ostatniej czg$ci manuskryptu pracy doktorskiej, Doktoranta w sposéb bardzo
czytelny przedstawita najwazniejsze wyniki i wnioski plynace z badan przedstawionych
w cyklu powyzej opisanych prac oraz zamiescita streszezenie w jezyku polskim i

angielskim.



Nalezy podkresli¢, ze manuskrypt jest napisany przystepnym i zrozumialym
je¢zykiem z zachowaniem duzej starannosci pod wzgledem edytorskim. W pracy jedynie
sporadycznie pojawiajg si¢ drobne bledy edytorskie takie jak brak litery ,,e” w nazwie

czasopisma ,,Molecules”, strona 22.

Podsumowujac, w ocenie recenzenta Doktorantka wykazala bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne, opanowanie warsztatu badawczego i umiejetno$é analizy

uzyskanych wynikéw. Praca wnosi nowg wiedze w zakresie badan nad siarkowodorem.

Rozprawa spelnia warunki okre$lone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. nr 65, poz. 595 z pdézn. zm.).

W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium Medicum o dopuszczenie Pani mgr Patrycji

Bronowickiej-Adamskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie przedstawionej pracy doktorskiej. biorac
pod uwagg nowatorski charakter badan oraz sposob prezentacji wynikéw pod postacia
czterech, pelnych i oryginalnych prac opublikowanych w prestizowych czasopismach

naukowych o zasiegu migdzynarodowym.
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