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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Zasimowicz-Majewskiej
pt. ,Aktywno$¢ i znaczenie diagnostyczne dehydrogenazy alkoholowej
i dehydrogenazy aldehydowej w surowicy pacjentéw z autoimmunizacyjng chorobg watroby”

Przedtozong do recenzji prace doktorska wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Biochemicznej
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku. Promotorem jest dr hab. n. med. Wojciech Jelski.

Recenzowana praca ma na celu okreélenie mozliwosci zastosowania oznaczen aktywnosci
dehydrogenazy alkoholowej (i jej izoenzymdw) oraz dehydrogenazy aldehydowej w diagnostyce
autoimmunizacyjnej choroby watroby.

Jedng z podstawowych funkcji ukfadu immunologicznego cztowieka jest swoiste rozpoznanie
i odréznienie obcych antygendw od wiasnych, a nastepnie ich eliminacja, co stanowi jeden
z najwazniejszych sposobéw zabezpieczenia integralnosci organizmu. Gtowny uktad zgodnosci
tkankowej (HLA) odpowiada za wigzanie i prezentacje antygenow komérkom T, a rozne receptory na
limfocytach T i B s3 zdolne do rozpoznania czynnikéw infekcyjnych. Produkowane przez organizm
cztowieka przeciwciata moga unieszkodliwia¢ patogeny wnikajgce do organizmu lub neutralizowaé
ich toksyczne produkty. Choroby autoimmunizacyjne nalezg do grupy schorzen, u podstawy ktorych
lezy proces autoimmunizacji polegajacy na wytwarzaniu przez uktad immunologiczny limfocytow T,
B i przeciwciat ukierunkowanych na niszczenie zdrowych komorek wtasnych tkanek organizmu.

Konsekwencjg chordb autoimmunizacyjnych watroby s3 zmiany w jej budowie oraz
zaburzenia funkcji hepatocytéw. Skutkiem tego moze by¢ uwalnianie do krwi ze zmienionych
komdrek watrobowych réznych enzymoéw m.in. dehydrogenazy alkoholowej {(ADH) i dehydrogenazy
aldehydowej {ALDH). Sa to polimorficzne enzymy odpowiedzialne gtéwnie za metabolizm etanoly,
ktére na podstawie ich wtasciwosci katalitycznych i lokalizacji narzgdowej podzielono na klasy.
W watrobie stwierdzono obecno$é izoenzyméw klasy I, Il i Il dehydrogenazy alkoholowej.
Dehydrogenaza aldehydowa wystepuje gltéwnie w watrobie. Zmiany aktywnosci izoenzymow ADH
oraz ALDH mogga by¢ przyczyna zaktdcen metabolizmu, powodujac w konsekwencji nasilenie procesu
chorobowego. Podobnie jak w przypadku innych enzymoéw indykatorowych, wyrainy wzrost
aktywnosci tych enzyméw lub poszczegbinych izoenzymdw w surowicy pacjentéw moze miec
zastosowanie w laboratoryjnej diagnostyce autcimmunizacyjnej choroby watroby.

Powyzsze informacje dajg podstawy teoretyczne do zrozumienia celu niniejszej rozprawy
doktorskiej. Przedmiotem dysertacji Pani mgr Elzbiety Zasimowicz-Majewskiej byty badania, ktore
ukierunkowano na okre$lenie profilu izoenzymatycznego ADH i aktywnosci ALDH w surowicy
pacjentéw z chorobg autoimmunizacyjng watroby oraz na ocene przydatnosci diagnostycznej
badanych izoenzymdéw w rozpoznawaniu autoimmunizacyjnej choroby watroby. Cele szczegbtowe
pracy to: 1) poréwnanie aktywnosci dehydrogenazy alkoholowej i jej izoenzymow oraz
dehydrogenazy aldehydowej w surowicy pacjentéw z chorobg autoimmunizacyjng watroby
z aktywnoscia badanych enzyméw u osob zdrowych; 2) ocena aktywnosci badanych enzymow we
krwi w zaleznosci od typu choroby autoimmunizacyjnej (dane kliniczne i badanie histopatologiczne);
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3) okreélenie wartosci diagnostycznej (czutose, swoistot€) zmian aktywnosci ADH i ALDH w surowicy
chorych.

Material do badan stanowita surowica krwi 65 pacjentow w wieku 28 - 70 lat, u ktérych
rozpoznano autoimmunizacyjng chorobe watroby (autoimmunizacyjne zapalenie watroby, pierwotna
s6iciowa marskoséé watroby, pierwotne stwardniejace zapalenie drég tdiciowych), hospitalizowanych
w Klinice Choréb Zakainych i Hepatologii Uniwersytetu Medycznego W Biatymstoku. Wszyscy
pacjenci z grupy badanej spozywali alkohol okazjonalnie (ponizej 20 g etanolu na tydzien). Grupa
kontrolna sktadata sig z 60 osob zdrowych w wieku 25 - 65 lat, od ktérych pobrano krew w trakcie
rutynowych badan profilaktycznych prowadzonych przez Poradnie Medycyny Pracy Uniwersyteckiego
Szpitala Klinicznego w Biatymstoku. Wszystkie osoby zaliczone do grupy kontrolnej spozywatly alkohol
okazjonalnie. Do oznaczenia aktywnosci ADH | i || oraz ALDH zastosowano metodeg
spektrofluorymetryczng. Specyficznymi, fluorogennymi substratami byly 4-metoksy-1-naftaldehyd dla
klasy | i 6-metoksy-2-naftaladehyd dla klasy 11 ADH (redukcja) i ALDH (utlenianie). Catkowitg
aktywnos$¢ ADH oraz aktywnos¢ izoenzymow klasy 1!l i IV mierzono metoda spektrofotometryczng.

Najwazniejszym wska#nikiem, ktéry $wiadczy © klinicznej przydatnoéci danego parametru
jako markera choroby, jest ocena mocy diagnostycznej testu. Wyktadnikiem mocy diagnostycznej jest
pote pod krzywa ROC. Istnieje zaleznos¢ migdzy powierzchnig pola pod krzywa a diagnostyczng mocq
parametru - im wieksze pole pod krzyw3 tym wyisza moc diagnostyczna. Najwyiszg mocC
diagnostyczng badan w autoimmunizacyjnym zapaleniu watroby wykazat izoenzym kiasy | ADH, dla
ktérego powierzchnia pola AUC wynosita 0,763. Pole pod krzywg ROC dla catkowitej ADH byto nieco
mniejsze - 0,731. W przypadku pierwotnej zdiciowej marskoéci watroby najwyzsza mocq
diagnostyczng cechowat sie izoenzym ADH klasy 1, dla ktorego pole AUC wynosito 0,751, natomiast
pole pod krzywg ROC dla catkowitej ADH bylo nieco mniejsze i miato wartoé¢ 0,714. Jesli chodzi
o pierwotne stwardniejace zapalenie drég zéiciowych stwierdzono e najwyisza moca diagnostyczng
charakteryzuje si¢ ADH 1, dia ktérego powierzchnia pola AUC wynosita 0,744. Pole pod krzywg ROC
dla calkowitej ADH byto nieco mniejsze i miato warto$¢ 0,708. Uzyskane wartoéci badanych
parametrow s3 wyisze od wartoéci 0,5, ktéra stanowi granice przydatnosci diagnostycznej.
przedstawione wyniki wskazuja, ze izoenzymy klasy | ADH, oraz catkowitej ADH s3 potencjalnymi
parametrami, ktore mozna wykorzysta w diagnostyce laboratoryjnej chorob autoimmunizacyjnych
watroby. Na podstawie uzyskanych wynikow badan wykazano, e znaczacy wzrost aktywnosci ADH |,
oraz catkowitej ADH w surowicy krwi pacjentéw. z autoimmunologiczna chorobg watroby jest
spowodowany uwalnianiem tych izoenzymow ze zmienionych poprzez proces immunologiczny
komérek watroby. Ocena wskaZnikow przydatnosci diagnostycznej sugeruje mozliwoé¢ zastosowania
izoenzymu klasy | oraz catkowitej ADH jako markera uszkodzenia hepatocytéw w chorobach
autoimmunizacyjnych watroby.

Praca doktorska ma typowy uklad edytorski, 2 wlaéciwymi proporcjami miedzy poszczegdlnymi
rozdziatami. Jest przejrzysta, uzupetniona fadnie wykonanymi rysunkami i tabelami. Umiejgtnie
dobrane pi$miennictwo, z ktérego korzystata Doktorantka (143 pozycje), W 88% stanowily prace
anglojezyczne, a w 20% - prace Z lat 2011-2016.

We ,Wstepie” Doktorantka w sposéb bardzo szczegOtowy wprowadzita w tematyke badanego
zagadnienia, dajac podbudowe teoretyczng, ktéra pozwala zaréwno na zrozumienie badanego
zagadnienia, jak réwniez wyjasnia cel podjetych badan oraz stanowi uzasadnienie koniecznosci
wytypowania specyficznej, czutej i mato inwazyjnej metody diagnostycznej schorzenia jakim jest
autoimmunizacyjna choroba watroby. Otrzymane wyniki badan przedstawiono W sposob jasny
i zrozumialy, a zastosowane metody analizy statystycznej dobrano prawidiowo. W rozdziale
,Dyskusja” zawartych jest wiele cennych informacii ogolnych, ktore pozwalajg na zrozumienie
tematyki badawczej jaka zajmowata sig Doktorantka, a poprowadzenie dyskusji nad otrzymanymi
wynikami podkresla nowatorstwo oraz wage jaka tego typu oznaczenia moga mie¢ w diagnostyce
laboratoryjnej autoimmunizacyjnej choroby watroby. Wnioski sformutowano umiejgtnie.

Przedstawiona dysertacja jest wartoéciowa, a tresci w niej sawarte mogg stanowic
interesujace zrédio informacji zaréwno dla klinicystéw, jak i diagnostow laboratoryjnych. Doktorantka
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nie ustrzegla sie jednak drobnych niedociagnie¢, na ktore pozwole sobie zwrdci¢ uwage. Nie
umniejszajg one wartosci merytorycznej przedstawionej pracy, a mogq staé sie pomoce przy
przygotowywaniu przysztych opracowan naukowych:

[ ]

Doktorantka postugiwata sie w pracy skrétami nazw angielskich, dlatego tez dla wszystkich uzytych
skrétéw powinny by¢ podane petne ich brzmienia po angielsku i po polsku, a nie tylko dla
niektérych z nich. Dotyczy to zaréwno ,Wykazu stosowanych skrétéw”, jak i tekstu pracy, co
ulatwitoby czytanie bez koniecznos$ci siegania do zatgczonego na poczatku wykazu. ICAM to
wewnatrzkomadrkowa czgsteczka adhezyjna. Watpliwosci wzbudza rozwinigcie skrétu ,,LKM” jako
Jliver-kidney microsomal antibodies”. Wedtug mojej wiedzy skrét ,LKM” oznacza ,anti-liver-kidney
microsome antibody”.

Str. 6, w. 2d: cholesterol ulega utlenieniu do kwasdw 2dtciowych, nie rozktadowi.

Str. 9, zdanie: ,AlH jest chorobg rzadka, a wystepuje z czestodcig 1,1-1,9 przypadkéw/100 000
pacjentdw” jest niejasne. O jakich pacjentéw chodzi?

Str. 11, zdanie: ,PéZniej wylaczono chorych z seropozytywnych do anty HCV z grona chorych na
AlH typu 2" jest niejasne.

Jest jedna drobna rozbieznos¢ miedzy spisem tresci a tytutem rozdzialu podanym w pracy: w spisie
treéci rozdziat 4.2. to ,Ocena aktywnosci ADH i ALDH w surowicy pacjentdw z pierwotng
marskoscig 2éiciowg watroby”, a w tresci pracy jest ,,Ocena aktywnosci ADH i ALDH w surowicy
pacjentéw z pierwotng zéiciowq marskoscig watroby”.

Kazdy rysunek i tabela powinny stanowi¢ odrebng calo$¢, zawierajac w opisie wytlumaczenie
wszystkich uzytych skrotéw, niezaleznie od tego, ze ich wyjasnienia sg podane na poczatku pracy.
Brakuje odniesienia w tekscie do tabeli 1.

Str. 32, 2danie: ,lzoenzymy klasy VIl i VIII wyrdzniajg sie bardzo duiym podobieristwem, rzedu
87%" jest niejasne.

W tabeli 5 jedna z komorek jest pusta. Brakuje stowa ,parametr” lub podobnego w znaczeniu.
Zauwazylam tez kilka anglicyzméw: proteina, cksydacja, total, molekuta araz zwrot ,na bazie”. Po
polsku powinny one brzmieé¢ odpowiednio: biatko, utlenianie, catkowity, czgsteczka oraz ,na
podstawie”. W niektdrych miejscach tekstu daje sie tez zauwazy¢ angielska skiadnia.

Str. 41, odnosdnie oznaczania aktywnosci catkowitej ADH, sformutowanie nie jest jednoznaczne:
»Miarg aktywnosci byta réinica absorbancji pomiedzy referencyjng a badang probg. Wielkosé ta
zostala przeksztatcana na aktywnos¢ wyraiong w U/l 2 wykorzystaniem krzywej kalibracyjnej
podanej przez autoréw metody.” Czy oznacza to, ze wartoéci aktywnosci ADH odczytywano
z krzywej kalibracyjnej opublikowanej przez cytowanych autoréw, badZ tez sporzadzonej
jednorazowo przez Doktorantke, czy tez do kazdej serii oznaczen sporzgdzano nowg krzywg?

Nie we wszystkich opisach stosowanych metod oznacze’t podano temperature w jakiej
przeprowadzano reakcje. Czy to oznacza, ze dla kazdej serii oznaczen wynosita ona 25°C?

W kilku miejscach pojawia sie¢ sformutowanie, ze ,wykazano istotnie/znamiennie statystyczna
réznice” pomiedzy badanymi grupami (np. pomiedzy wartoéciami aktywnosci ADH). Moina
~wykaza¢ istnienie réznic istotnych statystycznie”.

Podajac wartosci liczbowe powinno sie podawac je wedtug polskich wytycznych, a mianowicie np.
»3,5" nie ,,3.5"

W tabelach 6, 7, 8, 9, kolumna pierwsza z prawej, opis ,zakres” i ,érednia” powinny byé
zamienione miejscami.

Str. 47, w. 4d, jest ,,p<0,05”, powinno by¢: ,p<0,01”, jak podano w tabeli 6.

Str. 53, zdanie: ,Dehydrogenaza aldehydowa réwniez nie wykazuje znamiennych statystycznie
réznic aktywnosci w surowicy chorych z chorobami autoimmunizacyjnymi watroby” jest niejasne.
W stosunku do ktérej grupy badanej nie wykazano istnienia réznic istotnych statystycznie?

Str. 59, zdanie: ,Autoimmunizacja to immunologiczna reakcja polegajaca na niszczeniu wiasnych
antygendéw organizmu | zwigzana jest 2z _utratg zdolnosci ukladu odpornosciowego do
rozpoznawania zaréwno ,,w{asnych”'iak i ;obcych” antygendw” jest mylace, bo z autoimmunizacja
mamy do czynienia wtedy, gdy antygeny , wiasne” rozpoznawane sg jako ,,obce”.
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e Str. 66, zdanie: ,W czasie drugiego etapu inkubacji dochodzi do reakcji z nimi zwigzanych
z enzymem przeciwciat skierowane anty-ludzkim immunoglobulinom IgG” jest niejasne.

e W wielu miejscach brakuje odnoénikéw piémiennictwa: str. 8, . 6d; str. 9, w. 5d; str. 17, w. 5g; str.
19, w. 10d; str. 20, w. 18g, 22g; str. 21, w. 12d; str. 22, w. 10g, 4d; str. 23, w. 17g; str. 24, w. 3g; str.
25, w. 14g; str. 26, w. 12d; str. 27, w. 58, 11d; str. 28, w. 4g, 9g; str. 30, w. 13d; str. 31, w. 12g; str.
33, w. 7d; str. 34, w. 9g, 8d; str. 35, w. 2g, 9g; str. 36, w. 5d; str. 60, w. 12g; str. 65, w. 8g, 6d.

e Dane dwdch pozycji pismiennictwa sq niekompletne: (3] Postgrad Med J. 2016 Apr;92(1086):223-
34; [33] Hepat Mon. 2015 Jun 23;15(6):€29043;

e W pracy znalazio sig tez troche literéwek, skrotow mysélowych, niezrecznosci jezykowych, btedow
stylistycznych i interpunkcyjnych, co jednak nie przeszkadza w zrozumieniu sensu przedstawianych
treéci i nie wplywa na warto$¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka wykazata sig umiejetnosciag w zorganizowaniu warsztatu
badawczego, mnogosc przeprowadzonych oznaczerh wymagata pracowitosci, a opracowanie
uzyskanych wynikéw duzej starannoéci. Pani mgr Elzbieta Zasimowicz-Majewska osiggneta wszystkie
zatozone cele, a przeprowadzone badania sa wartosciowe i daty podstawe do wyciggniecia trzech
najwazniejszych wnioskow:

1. Wyisza aktywnos¢ catkowita ADH oraz aktywno$¢ ADH klasy | w surowicy krwi pacjentow
z autoimmunizacyjng choroba watroby jest wynikiem uwalniania tego enzymu ze zniszczonych na
drodze procesu immunologicznego komarek watroby.

2. Brak roznic istotnych statystycznie w aktywnosci ADH i jej izoenzymow oraz ALDH w surowicy
chorych z poszczegdlnymi chorobami autoimmunizacyjnymi watroby éwiadczy o braku zaleznosci
stopnia uszkodzenia hepatocytéw od rodzaju choroby.

3. Najwyisza przydatnos¢ diagnostyczng W poszczegolnych analizowanych chorobach
autoimmunizacyjnych wykazuje izoenzym ADH klasy |, co wskazuje na mozliwos$¢ jego
wykorzystania w diagnostyce laboratoryjnej autoimmunizacyjnych choréb watroby.

Recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska catkowicie spetfnia wymagania ustawy 0 stopniach
naukowych i przedstawiam Radzie Wydzialu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani mgr Elzbiety
Zasimowicz-Majewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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