Recenzja rozprawy doktorskiej
na stopien doktora nauk medycznych

przygotowanej przez Panig mgr anal. med. Anne Sawko
pod tytutem
»Aktywnosé egzoglikozydaz lizosomalnych w ptynach ustrojowych
denatow bedacych pod wptywem alkoholu”

Informacje wstepne i ocena formalna

Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr Anny Sawko zostata wykonana pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. Stawomira Dariusza Szajdy w Katedrze
Ratownictwa Medycznego Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w Olsztynie.
Zostata ona przygotowana w postaci klasycznej monografii naukowej i zajmuje
98 stron, a jej tematyka badan stanowi od lat jeden z gtéwnych przedmiotow
zainteresowan naukowych Promotora niniejszej rozprawy doktorskie;j.

Rozprawa doktorska poprzedzona jest wprowadzeniem obejmujgcym
nastepujgce  rozdziaty: Wstep, Metabolizm  alkoholu,  Alkoholizm,
Glikokoniugaty, Egzoglikozydazy lizosomalne, Diagnostyka laboratoryjna
choroby alkoholowej —tacznie 27 stron, w ktérym omowione zostaty zagadnienia
dotyczace alkoholizmu, dostepnych metod diagnostyki laboratoryjnej choroby
alkoholowej oraz wptywu alkoholu na aktywnos$¢ egzoglikozydaz lizosomalnych.
Ta czesS¢ dysertacji pozwala na jasne i precyzyjne sformutowanie celéow
badawczych, ktore ostatecznie miaty da¢ odpowiedZ na pytanie czy mozliwa
jest diagnostyka obecnosci etanolu u oséb zmartych na podstawie oznaczen
aktywnosci wybranych egzoglikozydaz lizosomalnych w czterech ptynach
ustrojowych. Pie¢ celéw badawczych realizowanych zostato w oparciu
o metodyke badan opisang na os$miu stronach. Uzyskane wyniki zostaty
udokumentowane na dwunastu rycinach i w czterech tabelach. Rozprawe
doktorskg zamyka o$smio-stronnicowa dyskusja, pie¢ wnioskéw oraz bibliografia
obejmujgca 140 pozycji literaturowych. Zgodnie z wymogami formalnymi
dysertacja zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim —tgcznie 11 stron.
Taki uktad rozprawy doktorskiej nie odbiega od ogdlnie przyjetego i spetnia
wymogi formalne stawiane tego typu opracowaniom.

Ocena merytoryczna

W 27-stronnicowym wprowadzeniu obejmujacym rozdziaty 1-6 rozprawy
doktorskiej, Doktorantka skupita sie na przedstawieniu problemoéw
zdrowotnych, skutkéw spotecznych i  wiktymogennych zwigzanych
z nadmiernym spozywaniem alkoholu etylowego, sprecyzowata czym cechuje
sie uzaleznienie od alkoholu, co dane epidemiologiczne mdwig na temat
konsumpcji alkoholu w Unii Europejskiej, jak wyglada wielko$¢ i struktura
spozycia napojow alkoholowych w Polsce oraz jaka jest skala zjawiska picia
alkoholu przez osoby niepetnoletnie. Ponadto Doktorantka szczegétowo opisata
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metabolizm alkoholu etylowego zachodzacy w watrobie z udziatem
dehydrogenazy alkoholowej i dehydrogenazy aldehydowej, oraz mikrosomalny
uktad utleniania etanolu bedgcy réwnolegtym szlakiem przemian alkoholu, ktory
odgrywa szczeg6lnie istotng role w sytuacji gdy organizm przyjmuje wigksze
dawki alkoholu i czes$ciej niz sporadycznie, oraz niekorzystny wptyw alkoholu
etylowego na strukture i funkcje dwoch organdéw, to jest watroby i mozgu.
Dodatkowo wspomniane zostaty aktualnie stosowane biochemiczne markery
choroby alkoholowej bazujace na poziomie aktywnosci y-glutamylotransferazy
(GGTP), aminotransferaz asparaginowej (AST) i alaninowej (ALT), $redniej
objetosci krwinek czerwonych (MCV) oraz tescie CDT ( z ang. Carbohydrate
Deficient Transferrin). Z uwagi na potencjalng mozliwo$¢ wykorzystywania
innych enzyméw w diagnostyce, przedstawione zostaty réwniez informacje
dotyczace budowy i funkcji pieciu egzoglikozydaz lizosomalnych, to jest
N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy (HEX), B-galaktozydazy (GAL), a-mannozydazy
(MAN), a-fukozydazy (FUC) i B-glukuronidazy (GLU) oraz zmian w ich aktywnosci
stwierdzanych w réznych stanach patologicznych. Substratami wspomnianych
enzymow s3 rézne typy glikokoniugatéw, dlatego Doktorantka skrétowo opisata
ich gtéwne typy oraz katabolizm glikokoniugatéw. Ta cze$¢ rozprawy doktorskiej
powstata w oparciu o 107 pozyciji literaturowych.

Ta cze$é dysertacji zostata zilustrowana dziewigcioma rycinami
prezentujgcymi schemat metabolizmu etanolu przy udziale enzymow
watrobowych i mikrosomalnego uktadu utlenienia alkoholi, a ponadto graficzng
prezentacjg danych dotyczacych konsumpcji alkoholu w krajach Unii
Europejskiej w 2019 roku oraz wielko$¢ i strukturg spozycia napojow
alkoholowych w Polsce. Natomiast dwie tabele pokazujg jak zmienia sig
aktywno$¢ pieciu egzoglikozydaz lizosomalnych w wybranych jednostkach
chorobowych. Moim zdaniem dobrze bytoby jeszcze dodac przynajmniej dwie
ryciny. Pierwszg przedstawiajaca typy glikokoniugatéw wystepujgcych
u ssakéw, a druga pokazujgca ktére wigzania glikozydowe ulegajg hydrolizie
w glikokoniugatach na skutek katalitycznej aktywnosci HEX, GAL, MAN, FUC
i GLU. Bytoby to bardzo pomocne dla czytelnikéw, ktérzy nie maja duzej wiedzy
z zakresu glikobiologii.

Po lekturze tej czesci rozprawy doktorskiej moge stwierdzi¢, ze
Doktorantce sg dobrze znane zagadnienia opisywane w tej czesci dysertaciji
i potrafi Ona swobodnie poruszaé sig w ich zakresie. Wprowadzenie do
dysertacji zostato napisane w sposdb przemyslany, a zdefiniowanie
zauwazonych brakéw (zakresu niewiedzy), ktérych przeprowadzone do tej pory
badania nie objety w spos6b wystarczajacy, dato merytoryczne podstawy do
zaplanowania badan i podjecia préby oryginalnego rozwigzania tego problemu
naukowego. Ten zakres niewiedzy to brak informacji czy egzoglikozydazy
lizosomalne mogtyby staé sie czutymi i swoistymi markerami diagnostycznymi
retrospektywnego spozycia alkoholu etylowego i ustalenia trzezwosci pacjenta
w chwili zgonu w diagnostyce sgdowe;.

Uwazam jednak, ze problematyka dotyczaca wynikéw odnoszagcych sig
do poziomu aktywnosci pieciu egzoglikozydaz lizosomowych u o0s6b
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naduzywajgcych alkoholu etylowego czy zmartych z powodu zatrucia alkoholem
etylowym wspomniana w ostatnim akapicie Rozdziatu 6. Diagnostyka
laboratoryjna choroby alkoholowej, a uzyskanych dzigki wieloletnim badaniom
naukowcow z Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, zastuguje na
doktadniejsze przedstawienie w tym miejscu lub zasygnalizowanie, ze
problematyka ta zostanie szerzej opisana w rozdziale Dyskusja. Ponadto, moim
zdaniem Rozdziat 4. Glikokoniugaty i Rozdziat 5. Egzoglikozydazy lizosomalne
lepiej byto umiesci¢ po Rozdziale 6., w ktérym byta mowa o egzoglikozydazach
lizosomalnych w kontek$cie ich potencjatu diagnostycznego w chorobie
alkoholowe,;.

Na podstawie pomiaru aktywnosci pieciu egzoglikozydaz lizosomalnych
w surowicy krwi, moczu ciele szklistym oraz ptynie mézgowo-rdzeniowym osdb
zmartych bedgcych pod wptywem alkoholu (stezenie etanolu we krwi = 4 g/L),
Doktorantka miata na celu (cytuje):

1. Oceng katabolizmu glikokoniugatéw u oséb zmartych bedacych pod
wptywem alkoholu.

2. Ocene mozliwosci oznaczenia aktywnosci egzoglikozydaz
lizosomalnych: HEX, jej izoenzymdéw HEX A i HEX B, GAL, FUC, MAN,
GLU w surowicy krwi, moczu, ciele szklistym oka, ptynie mozgowo-
rdzeniowym pobranych od osdb zmartych.

3. Oceng zmian w aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych: HEX, jej
izoenzymow HEX A i HEX B, GAL, FUC, MAN, GLU w surowicy krwi,
moczu, ciele szklistym oka, ptynie mézgowo-rdzeniowym oséb zmartych
z powodu zatrucia alkoholem etylowym.

4. Kontroli jakosci prowadzonych badan na podstawie obliczen: czutosci
oraz swoistosci testu.

5. Oceny mozliwosci zastosowania oznaczen aktywnosci egzoglikozydaz
lizosomalnych w diagnostyce obecnosci alkoholu etylowego u 0sdéb
zmartych.

Grupe kontrolng w niniejszych badaniach stanowity trzezwe osoby, ktére
zmarty nagle z réznych przyczyn, u ktérych wykluczono obecno$é choréb
nowotworowych, watroby, nerek, przewlektych stanéw zapalnych oraz
reumatoidalnego zapalenia stawéw. Na przeprowadzenie badan opisanych
W niniejszej rozprawie doktorskiej uzyskano zgode Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, $wiadomg zgode prawnie
upowaznionych przedstawicieli lub opiekunéw osoby zmartej, a wszystkie
procedury wg deklaracji Doktorantki zostaty przeprowadzone zgodnie
z obowigzujgcymi wytycznymi i przepisami. Sposdb przygotowania materiatu
biologicznego do badan (krwi, moczu, ciata szklistego i ptynu mozgowo-
rdzeniowego) zostat przedstawiony, tak samo jak skrécona charakterystyka
grupy badanej i grupy kontrolne;j.

Metodyka badarh obejmowata oznaczanie aktywnosci HEX oraz
oddzielnie dwdch jej izomeréw A i B, FUC, GAL i MAN zgodnie z procedurg
opisang w pozycjach literaturowych 108-110, a GLU zgodnie z procedurg
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opisang w pozycji literaturowej 110. Dodatkowo oznaczane byto stezenie
alkoholu etylowego metodg chromatografii gazowej z wykorzystaniem tzw.
techniki headspace (HS-GC-FID) na podstawie ilosci aldehydu octowego,
bedgcego metabolitem etanolu zgodnie z procedurg opisana w pozyciji
literaturowej 22, oraz stezenie catkowitego biatka metoda fotometryczng
z wykorzystaniem czerwieni pirogalonowej zgodnie z procedurg opisana
w pozycji literaturowej103. Firmy, w ktérych zakupiono odczynniki
wykorzystywane w poszczegélnych oznaczeniach zostaty przez Doktorantke
wymienione.

Moim zdaniem zostaty wybrane adekwatne metody do realizacji
zatozonych celéw badawczych. Aby mozliwe byto powtdrzenie niniejszych
badah bez odwotywania si¢ do odpowiednich publikacji, nalezatoby
w Rozdziale 8.2 Metody u$cisli¢ nastepujgce kwestie:

1. Jaki byt sktad jakosciowy i ilosciowy 0,1 M buforu fosforanowo-
cytrynianowego, 100 mM buforu octanowego o pH 4,5 oraz 200 mM
buforu boranowego o pH 9,87

2. Czy uzywano 0,1 M bufory fosforanowo-cytrynianowego o dwodch
réznych pH, to jest o pH 4,7 dla oznaczania aktywno$ci HEX i jej
izomeréw A i B, oraz o pH 4,3 dla oznaczania aktywnosci MAN, FUC
i GAL? Zwrot ,jak wyzej” na str. 38 sugeruje cos innego.

3. Czy faktycznie do zatrzymania reakcji podczas oznaczania aktywnosci
HEX uzywano 0,2 M buforu koranowego (str. 36)?

4. W poréwnaniu do opisu oznaczania aktywno$ci enzymow
lizosomalnych, opis oznaczania stezenia biatka catkowitego i stezenia
etanolu (na podstawie aldehydu octowego) jest zbyt lakoniczny.
Pozgdane bytoby bardziej szczegétowe opisanie tych procedur.

Wyniki uzyskane na podstawie przeprowadzonych procedur, poddano
analizie statystycznej. Najpierw sprawdzono normalno$¢  rozktadu
analizowanych zmiennych ilosciowych, a nastgpnie poréwnano zmienne
iloSciowe testami jednoczynnikowej analizy wariancji dla rang Kruskala-Wallisa
oraz kolejnosci par Wilcoxona. Ostatecznie wyznaczono wspétczynnik korelaciji
porzadku rang Spearmana. Do wyboru testéw i przeprowadzonej analizy
statystycznej nie mam zastrzezen.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze pomiedzy grupa
badang A i grupe kontrolng (K), ktérych liczebnosé wynosita odpowiednio n=22
i n=30, nie stwierdzono réznic ze wzgledu na wiek, a analogiczna analiza ze
wzgledu na pte¢ nie byta mozliwe z uwagi na zbyt matg liczbe kobiet, to jest
oémiu w kontrolnej i dwéch w badanej. Wyniki dotyczace aktywnosci
enzymatycznej i aktywnosci wtasciwej badanych enzyméw w surowicy
udokumentowano w postaci wykreséw pudetkowych i tabel. Doktorantka
wykazata, ze aktywno$¢ enzymatyczna HEX, obu jej izozymoéw, FUC, GAL, GLU
i MAN w moczu oséb zmartych z powodu zatrucia alkoholem byta istotnie
statystycznie nizsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej, a spadki te byty
w zakresie 2-5-krotnym. W ciele szklistym analogiczny istotny statystycznie
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spadek aktywnosci enzymatycznej jedynie dla MAN. W pozostatych ptynach —
krwi i ptynie mozgowo rdzeniowym - nie stwierdzono zadnych istotnych
statystycznie réznic pomiedzy obiema grupami (A i K). Jesli chodzi o aktywnos¢
wtasciwg, to jedyna statystycznie istotng roznice wykazano w przypadku spadku
tej wartosci dla MAN w ciele szklistym. W grupie A w sposob istotny
statystycznie spada réwniez stgzenie biatka catkowitego w poréwnaniu z grupg
K. Ponadto Doktorantka wykazata, ze wystepuja zalezno$ci pomigdzy badanymi
egzoglikozydazami w obrebie badanej proby w grupach badanych, czuto$é
i swoisto§¢ oznaczania aktywnos$ci enzymatycznej egzoklikozydaz
lizosomalnych HEX, obu jej izozymdéw, FUC, GAL, GLU i MAN w moczu i ciele
szklistym oraz aktywnosci wtasciwej MAN w ciele szklistym dla grupy A jest
zréznicowana. W mojej opinii analiza i interpretacja uzyskanych wynikow
zostata przeprowadzona w sposob prawidtowy.

Do tej cze$ci dysertacji mam nastepujgce pytania i komentarz:

1. Zjakiego powodu liczebnos¢ (n) grup A i K nie jest zawsze taka sama
dla czterech badanych ptynéw (surowica krwi, mocz, ciato szkliste,
ptyn mézgowo-rdzeniowy)? Nie znalaztam w rozprawie doktorskiej
zadnej wzmianki tego dotyczgce;j.

2. Jakie byty wartosci aktywnosci wtasciwej poszczegdlnych
egzoglikozydaz lizosomalnych we krwi? Brakuje odpowiedniej ryciny
albo przynajmniej komentarza wyjasniajagcego ten fakt. To samo
dotyczy wynikéw odnoszacych sig do stezenia biatka catkowitego we
krwi.

3. Ryciny 11- w cze$ci A zawierajg po siedem wykresow pudetkowych,
co powoduje, ze trudno jest taki zestaw zmiesci¢ na jednej stronie
formatu A4. Czy nie bytoby dobrym rozwigzaniem przy przygotowaniu
tych wynikéw do publikacji zmodyfikowaé sposbéb prezentacji
wynikéw, to jest na jednej rycinie zamieszczac wyniki dotyczace
wartosci aktywno$ci enzymatycznej (lub aktywno$ci wtasciwej) dla
danego enzymu w czterech ptynach ustrojowych, a nie jak do tej pory
— warto$ci odpowiednich parametréw dla wszystkich egzoglikozydaz
w danym ptynie ustrojowym.

Dysertacje koriczy ciekawie poprowadzona dyskusja, w ktorej
Doktorantka omawia istotno$é¢ uzyskanych przez siebie wynikéw na tle
dostepnej, niezbyt licznej, literatury przedmiotowej. Dodatkowo zwraca w niegj
uwage na ograniczenia wystepujgce przy ustalaniu trzezwosci u 0s6éb zmartych
czy oceny fazy metabolizmu alkoholu, w zwigzku z zachodzgcymi po$Smiertnymi
procesami. Doktorantka ma $wiadomos¢, ze uzyskane przez nig wyniki, chociaz
sg obiecujgce jesli chodzi o mozliwo$¢ wykorzystania parametru aktywnosci
egzoglikozydaz lizosomalnych w moczu i ciele szklistym w diagnostyce os6b
zmartych z powodu zatrucia alkoholem, to wymagajg potwierdzenie
w badaniach obejmujgcych wiekszg grupe os6b. Pigc ostatecznie
sformutowanych wnioskéw koncowych jest odpowiedzig na postawione cele
i ma pokrycie w uzyskanych wynikach. Oba streszczenia pokazujg tres$¢ catej
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rozprawy doktorskiej, tzn. zawierajg wszystkie jej elementy - wstep, cele,
materiaty i metody, wyniki i wnioski konncowe. Catg dysertacje dobrze sie czyta,
jest ona zaplanowana logicznie, wiec tatwo podagzaé za tokiem myslenia
Doktorantki.

Uwagi dotyczace strony edycyjnej rozprawy doktorskiej

Z obowigzku recenzenta przedstawiam réwniez uwagi dotyczgce strony

edycyjnej rozprawy doktorskiej.

1.

W spisie tresci nie pojawia sie informacja, ze zostat sporzgdzony Wykaz
skrotow (str. 5-6).

Mam uwagi lub zastrzezenia do nastepujgcych skrétéw zamieszczonych
w Wykazie skrotow:

- DNA - obecnie to kwas deoksyrybonukleinowy, dawniej uzywano
nazwy kwas dezoksyrybonukleinowy (str. 5),

- CDT - bardziej prawidtowa bytoby nazwa ,ubogoweglowodanowa
forma transferryny” (jak na str. 32), co bytoby zgodne z terminologia
pochodzgcg z jezyka angielskiego Carbohydrate Deficienf Transferrin,
chociaz de facto dotyczy to desjalowanej transferryny (str. 5),

- GluNAc - to skrét dla N-acetyloglukozoaminy, a nie
N-acetyloglikozaminy (str. 6),

- w piSmiennictwie biochemicznym funkcjonuja dwa skréty dla
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD+ oraz NADH), dzieki
czemu mozliwe jest rozroznienie czy chodzi o jego forme utleniong czy
zredukowang; taka dodatkowa informacja powinna byé tez
zamieszczona na str. 6,

- GGT - nieprawidtowy skrét dla y-glutamylotransferazy; na stronie 18
wprowadzony zostat skrot GGTP.

Na str. 12 i 13 pojawia sie nieprawidtowy skrét NAD zamiast NAD+.

W Tabeli 1 dla N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy uzywany byt skrét hex
zamiast HEX wprowadzonego na str. 26.

Zgodnie z przyjetg konwencja nazwy tacinskie bakterii wymienionych na
str. 28 129 powinny by¢ pisane kursywa.

W Rozdziale 4.1 zamiast ,rozpad” wigzan glikozydowych powinno by¢
»hydroliza”.

Jesli chodzi o poprawno$¢ formalno-jezykowa, stylistyczng
i ortograficzng, to zauwazytam btedy (wielokrotnie brak spacji —
»przyklejanie” jednostek do wartosci liczbowych, niepotrzebne spacje,
przestawione litery w wyrazach, btedy w deklinacji, ,zgubione” litery
w wyrazach, brak indekséw dolnych w pisowni H,0 i K,B,0; - str. 36).
Zwykle tak formatuje sig tekst, ze gtéwne rozdziaty, czyli Rozdziat 1,
Rozdziat 2, i itd., rozpoczynaja sie od nowej strony.
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Uwagi koncowe

Na podstawie przedstawionego powyzej podsumowania jednoznacznie
stwierdzam, ze badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowig
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a moje krytyczne uwagi gtéwnie o
charakterze redakcyjnym, nie umniejszajg wysokiej oceny wartosci
merytorycznej rozprawy doktorskiej Pani mgr anal. med. Anny Sawko.
Doktorantka wykazata, ze potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania i zrealizowac
postawione cele badawcze, a takze przeprowadzi¢ ich dogtgbnag analizg.

Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
anal. med. Anny Sawko pod tytutem ,, Aktywno$¢ egzoglikozydaz lizosomalnych
w ptynach ustrojowych denatéw bedacych pod wptywem alkoholu” w petni
spetnia warunki okreslone w artykule 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 z pézn.
zmianami). W zwigzku z powyzszym, wnosze do Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie Pani mgr. anal. med. Anny Sawko
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.
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