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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr anal. med. Anny Sawko pt: ., Aktywnosé¢ egzoglikozydaz
lizosomalnych w plynach ustrojowych denatow bedacych pod wplywem alkoholu™
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. i n. o zdr. Stawomira Dariusza Szajdy, w
Katedrze Ratownictwa Medycznego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Niemal kazdego dnia $rodki masowego przekazu informuja o zabojstwach, wypadkach
ze skutkiem $miertelnym lub cigzkim uszkodzeniem zdrowia. a takze przemocy domowej
spowodowanych naduzywaniem alkoholu. Alkoholizm jest tez przyczyna $mierci wielu
pacjentow. Jak wykazujg dane statystyczne przecietny Polak wypija okolo 101 czystego
alkoholu w ciggu roku. Niestety problem dotyczy réwniez nieletnich dzieci i kobiet w clgzy.

Pijacy nie zdaja sobie sprawy z oddziatywania alkoholu na organizm, szczegélnie narazona
jest watroba i OUN. W metabolizmie alkoholu uczestniczy szereg enzyméw. Autorka
rozprawy podjeta si¢ oceny aktywnos$ci wybranych egzoglikozydaz w zebranym materiale
klinicznym. Przybliza rutynowa diagnostyke laboratoryjna choroby alkoholowej, zwraca
uwage na nowe wskazniki, do ktorych nalezg egzoglikozydazy lizosomalne.

Rozprawa ma klasyczny ukfad, liczy 98 stron, zawiera Wstep, Cel pracy, Material i
Metodyka, Wyniki oraz Omowienie i Dyskusje oraz Pi$miennictwo. Ponadto rozprawa
zawiera wykaz skrotow, spis rycin i tabel, oraz streszczenie w j. polskim i angielskim.

We Wstepie A. Sawko przybliza dane epidemiologiczne i statystyczne spozycia alkoholu,
poréwnuje je na tle Europy. Szczegélowo omawia negatywny wplyw alkoholu etylowego na
organizm czlowieka, duzo miejsca poswieca metabolizmowi etanolu oraz udziali wielu

enzymow W pOwWyzszym procesie.

Ciekawie i b.dokladnie omawia wybrane egzoglikozydazy. Wstep napisany jest ciekawie i
swiadczy o dobrej orientacji Doktorantki w przedstawionych zagadnieniach. Za cel rozprawy
doktorskiej mgr A. Sawko postawita przebadanie aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych
we krwi, moczu i ciele szklistym oka oraz ptynie rdzeniowo-mozgowym oséb, ktdre zmarly z
powodu alkoholizmu i zmarlych nagle, ale nie bedacych po spozyciu alkoholu.
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Cele szczegdtowe to:

1. Ocena katabolizmu glikokoniugatow u 0sob zmartych bedacych pod wpltywem alkoholu.

2. Ocena mozliwosci oznaczenia aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych: HEX, jej
izoenzymoéw HEX A i HEX B, GAL, FUC, MAN, GLU w surowicy krwi, moczu, ciele
szklistym oka, ptynie mézgowo — rdzeniowym pobranych od osob zmarlych.

3. Ocena zmian w aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych: HEX, jej izoenzyméw HEX
A 1 HEX B, GAL, FUC, MAN, GLU w surowicy krwi, moczu, ciele szklistym oka, ptynie
mozgowo — rdzeniowym 0s6b zmartych z powodu zatrucia alkoholem etylowym.

4. Kontrola jakosci prowadzonych badan na podstawie obliczen: czulosci oraz swoistosci
testu.

5. Ocena mozliwosci zastosowania oznaczen aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych w
diagnostyce obecnos¢ alkoholu etylowego u 0séb zmartych.

Badaniu poddano 52 niezyjacych pacjentéw — 10 kobiet i 42 mezczyzn w wieku od 15-82 lat.
Material badawczy stanowity krew, mocz, ciato szkliste i ptyn rdzeniowo-mozgowy.

Badanych podzielono na 2 grupy. Grup¢ kontrolna stanowito 30 niezyjacych osob — 22
mezezyzn i 8 kobiet, ktérzy nie chorowali na chorobe alkoholowa, trzezwych w momencie
zgonu, u ktorych w plynach ustrojowych nie stwierdzono obecnosci etanolu.

Grupe badawczg natomiast stanowito 22 zmartych chorych, w tym 20 mezezyzn i 2 kobiety, u
ktorych wykryto w ptynach ustrojowych, wysokie powyzej 4 g/dm? etanolu. Przyczyna zgonu
tych oséb byt wypadek samochodowy, samobdjstwo lub inne zdarzenia.

Krew, mocz ciato szkliste i plyn rdzeniowo-mézgowy pobierano od wszystkich badanych
podczas sekeji zwlok, do 12h od momentu stwierdzenia zgonu. Krew, mocz, ciato szkliste i
plyn rdzeniowo-moézgowy wirowano przez 20 min przy 4000 obrotow na minute, w temp.
+4°C, a nastepnie podzielono do probowek i przechowywano w temp. -80°C.

We wszystkich probkach oznaczono aktywnos¢ egzoglikozydaz lizosomalnych: N-acetylo-B-
D heksozaminazy (HEX) i jej izoenzyméw A i B, a-mannozydazy (MAN), a-fukozydazy
(FUC) i B-galaktozydazy (GAL) metodg Chattterjee w podwdjnych prébach w modyfikacii
Zwierza 1 Marciniak zaadoptowang do oznaczen na mikroptytkach.

Aktywnos¢ B-glukuronidazy (GLU) oznaczono metodg Marciniak i wspélpracownikow,
ponadto okreslono stezenic biatka catkowitego oraz etanolu. Stezenie etanolu oznaczono
metoda chromatografii gazowe;.

Wszystkie uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Zastosowano test ANOVA rang
Kruskala-Wallisa z testem post-hoc. W obliczeniach wykorzystano pakiet Statistica 13.3
firmy TIBCO. Wyniki badan przedstawiono w 6 tabelach oraz graficznie na 21 rycinach.

Autorka rozprawy wykazata wyzsza aktywnos¢ HEX i jej izoenzyméw A i B, MAN, FUC,
GAL oraz GLU w moczu 0s6b z grupy kontrolnej w poréwnaniu do grupy badanej tj. osob
zmartych z powodu zatrucia etanolem.



Stwierdzita statystycznie wyzsze stezenie aktywnosci MAN i GAL w ciele szklistym grupy
kontrolnej w poréwnaniu do zmarlych po zatruciu etanolem.

Wykazala brak istotnych réznic stezenia aktywnosci HEX, izoenzyméw A i B, MAN, FUC,
GLU w plynie rdzeniowo-mézgowym badanych grup.

Autorka rozprawy stwierdzita ponadto brak istotnych statystycznie réznic aktywnosci
specyficznej (pKat/pg biatka) w moczu chorych badanych grup. Natomiast w ciele szklistym
badanych, aktywnos¢ specyficzna MAN byla istotnie statystycznie wyzsza w grupie
kontrolnej w poréwnaniu do zmartych po zatruciu alkoholem, pozostate egzoglikozydazy
lizosomalne takich statystycznych réznic w badanych grupach nie wykazaty.

Podobnie w moczu badanych chorych nie stwierdzono znamiennosci statystycznej aktywnosci
specyficznej ocenianych egzoglikozydaz lizosomalnych.

Reasumujgc, Autorka rozprawy stwierdza, stezenie aktywnosci HEX, HEXA i HEXB oraz
MAN i GAL jest znamiennie wyzsze w surowicy krwi oséb zatrutych alkoholem w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, natomiast aktywnos¢ FUC i GLU byta wyzsza w grupie
kontrolnej. Podobnie stezenie aktywnosci HEX, HEXB, HEXA, MAN, FUC, GAL i GLU
bylo zdecydowanie wyzsze réwniez w grupie kontrolnej, podobng zaleznos¢ obserwuje sie w
plynie mézgowo-rdzeniowym. Autorka stwierdzia, ze aktywno$é HEXB w plynie mézgowo-
rdzeniowym byla wyzsza u 0s6b u ktorych $mier¢ nastapita z powodu zatrucia alkoholem.

Aktywnos¢ HEXA, MAN, FUC, GAL i GLU byla natomiast wyzsza w ciele szklistym oka w
grupie kontrolnej, w porownaniu do grupy zmartych z powodu alkoholu.

Ocena aktywnosci specyficznej egzoglikozydaz lizosomalnych HEX, HEXB, MAN, FUC i
GAL jest wigksza u 0s6b z grupy kontrolnej, dla HEXA zaleznosé jest dokladnie odwrotna,
zas aktywnos¢ specyficzna GLU jest identyczna w obydwu grupach. Mgr A. Sawko ocenila
tez przydatnos¢ oznaczen wykreslajac krzywe ROC. Najwyzsza czutosé¢ 76% uzyskano dla
HEXA w moczu, dla os6b zmarlych z powodu alkoholu, najwigksza swoisto$¢ wykazuje
MAN (100%) i GAL (96%). Oceniono takze wspolczynnik korelacji pomiedzy badanymi
parametrami diagnostycznymi i badanymi grupami.

Ciekawy rozdzial stanowi Dyskusja. Mgr Anna Sawko poréwnuje uzyskane whasne wyniki z
wynikami innych badaczy. Z duza dojrzaloscia omawia wyniki wlasnych badan, szeroko
uzasadnia roznice.

Autorka wykazata tez mozliwo$¢ wykorzystania w diagnostyce laboratoryjnej wybranych
egzoglikozydaz lizosomalnych, nalezacych do hydrolaz lizosomalnych.

W ciekawy sposob przybliza zwigzek glikokoniugatéw z cyklem komérkowym, w procesach
roznicowania, proliferacji i wzrostu komoérki oraz w przekazywaniu sygnatow miedzy
komorkami. Dyskusja wlasnych wynikéw na tle innych autoréw, wyjasnianie mechanizmu
uszkodzen tkanek i narzadéw prowadzone sg dojrzale, z duza wiedzg i na wysokim poziomie.

Prace konczy 5 wnioskow:

1. Alkohol etylowy wplywa na katabolizm glikokoniugatéw po $mierci.



2. Mozliwe jest oznaczenie aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych w surowicy krwi,
moczu, ciele szklistym oka i ptynie mézgowo — rdzeniowym 0s6b zmartych.

3. Oznaczenie stgzenia aktywnosci N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy, jej izoenzymy B i A,
a-mannozydazy. o-fukozydazy, [-galaktozydazy i [-glukuronidazy w moczu, o-
mannozydazy i1 B-galaktozydazy w ciele szklistym oka oraz aktywnosci specyficzne a-
mannozydazy w ciele szklistym oka moze réznicowac osoby zmarle po spozyciu alkoholu
od innych zmartych.

4. Oznaczenie stgzenia aktywnosci i aktywnosci specyficzne egzoglikozydaz lizosomalnych
w surowicy krwi, moczu, ciele szklistym oka oraz plynie mézgowo — rdzeniowym moze
miec zastosowane w diagnostyce spozycia alkoholu u 0séb zmartych.

5. Konieczne sg dalsze badania nad przydatnoscia oznaczenia aktywnosci egzoglikozydaz
lizosomalnych w diagnozowaniu przyczyny s$mierci u 0s6b po spozyciu alkoholu
etylowego.

Pismiennictwo zawiera 140 pozycji, glownie polsko- i anglojezycznych, dobrze dobrane.
nowoczesne, gléwnie opublikowane po 2010 r.

Po przeczytaniu rozprawy nasungly mi si¢ drobne uwagi, ktore z obowigzku Recenzenta
zacytuje:

- Proponuje¢, aby wedle przyjetych zasad, stosowaé forme bezosobowa np. zaplanowano,
oznaczono itd. a nie zaplanowatam, oznaczylam.

- Do bledow redakcyjnych zaliczam fakt, ze nie powinno rozpoczynaé¢ zdania od Dlatego-to
jest spdjnik poprzedzony przecinkiem

- W rozprawie przedstawiono wiele badanych egzoglikozydaz, statystyki opisowe: $rednie,
mediany, odchylenia standardowe, korelacje. Ogrom danych utrudnia zrozumienie wynikow
badan, dla przygotowania publikacji proponuj¢ przedstawi¢ wyniki, dla ktérych wykazano
znamiennos¢ statystyczng i wysokg korelacje a dla pozostalych zaznaczyé, ze nie wykazuja
znamiennosci statystycznych, co utatwi zrozumienie pracy.

- Proponuje przeredagowac wniosek 113 z:

1. Alkohol etylowy wplywa na katabolizm glikokoniugatow po $mierci, ale czyjej? na:
Alkohol etylowy wplywa na katabolizm glikokoniugatéw u denatow.

3.0znaczenie stgzenia aktywnosci N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy, jej izoenzymy B i A, a-
mannozydazy, a-fukozydazy, B-galaktozydazy i B-glukuronidazy w moczu, a-mannozydazy i
p-galaktozydazy w ciele szklistym oka oraz aktywnosci specyficzne o-mannozydazy w ciele
szklistym oka moze réznicowa¢ osoby zmarle po spozyciu alkoholu od innych zmarlych - na:
Oznaczenie stgZenia aktywnosci N-acetylo-p-D-heksozoaminidazy, jej izoenzymy B i A, o-
mannozydazy, a-fukozydazy, B-galaktozydazy i B-glukuronidazy w moczu, a-mannozydazy i
p-galaktozydazy w ciele szklistym oka oraz aktywnosci specyficzne a-mannozydazy w ciele
szklistym oka moze roznicowaé osoby zmarle po spozyciu alkoholu od innych przyczyn
Zgonu.

Powyzsze uwagi nie majg wplywu na wartos¢ pracy, ktéra oceniam wysoko.



Mgr Anna Sawko podjgta prébg oceny wybranych egzogikozydaz lizosomalnych w plynach
ustrojowych denatow bedacych pod wplywem alkoholu. Realizacja celow rozprawy
wymagala bardzo duzego wkiadu pracy doktorantki, poczynajac od pozyskania materiatu
badawczego od 52 denatéw, przez zmudne, liczne oznaczenia analityczne, az po zlozong
oceng statystyczna. Wiasnie opracowanie statystyczne rozprawy stanowi jej mocna strong.
Oceng uzyskanych wynikéw i wyciggnigcie wnioskow wymagato duzej wiedzy i dojrzatosci
Doktorantki.

Nalezy podkresli¢, Ze rozprawa ma nie tylko aspekt naukowo-badawczy, ale dotyczy
istotnego problemu spolecznego, jakim s3 naduzywanie i uzaleznienie od alkoholu, ze
wszystkimi negatywnymi konsekwencjami. Nalezy podkresli¢, ze wyniki badan mgr Sawko,
ktorymi wykazata przydatmosé¢ oznaczent enzyméw lizosomalnych maja wartosé praktyczna,
dla lekarzy POZ we wczesnym wykrywaniu uzaleznienia od alkoholu i mozliwosci podjecia
leczenia, jak réwniez dla ustalenia przyczyn zgonu w Zaktadach Medycyny Sadowe;.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia wszystkie
wymogi stawiane osobom ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora, dlatego proszg
Wysoki Senat Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr analityki
medycznej Anny Sawko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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