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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Agnieszki Muchy pt.: ,,Ocena stezenia izoform
transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog zélciowych oraz zapalenia
trzustki”, napisanej pod kierunkiem promotora- prof. dr hab. Lecha Chrostka i wykonanej

w Zakladzie Diagnostyki Biochemicznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Diagnostyka pierwotnego zapalenia drog zétciowych jest skomplikowana i wymaga zastosowania
metod diagnostyki réznicowej m.in. z pierwotnym stwardniajagcym zapaleniem drog z6tciowych
oraz zotaczka mechaniczng. Diagnostyka biochemiczna polega m.in. na oznaczeniu aktywnosci
ALP, GGT, AST, ALT, stezenia bilirubiny, ocenie obecnoéci i miana autoprzeciwcial AMA,
ANA. Dodatkowo, w przypadkach nierozstrzygajacych, wiaczana jest analiza wycinka
biopsyjnego celem oceny wystepowania zmian zapalnych i destrukcyjnych w przewodach
z6tciowych. W diagnostyce roznicowej stosuje si¢ takze badanie USG, cholangiopankreatografie¢
rezonans magnetyczny oraz ultrasonografi¢ endoskopowa, a w ocenie stopnia zwloknienia
niezastapiona okazuje si¢ elastofrafia. Nalezy jednak pamieta¢, iz pomimo przyjetego
powszechnie algorytmu diagnostycznego PBC, biopsja watroby pozostaje badaniem inwazyjnym
i niesie za sobg ryzyko powaznych powiktan.

Podobnie, diagnostyka ostrego i przewleklego zapalenia trzustki, oprécz —parametrow
biochemicznych wiaczajacych oceng m.in: aktywnosci amylazy i lipazy, ALT, AST, ALP, GGT,
LDH i stgzenia bilirubiny w surowicy, amylazy w moczu, wskaznikéw stanu zapalnego wiacza
badania obrazowe jak USG, TK oraz inwazyjne jak ECPW i EUS, w przypadkach
niejednoznacznych.

Od kilkudziesieciu lat, na catym $wiecie, prowadzi si¢ badania nad mozliwoscia
wykorzystania profili izoform glikoprotein surowicy krwi jako nieinwazyjnych markeréw
diagnostycznych, zaréwno do rozpoznawania zaburzen, diagnostyki roéznicowej czy oceny
intensywnosci procesu chorobowego. Istniejg liczne doniesienia na temat glikozylacji bialek w

stanach zapalnych, w chorobach watroby, chorobach reumatycznych czy procesach




nowotworowych réznych narzadow, co potwierdza powyzsza hipoteze. Dane literaturowe na
temat mozliwosci wykorzystania oznaczen izoform transferryny w diagnostyce i monitorowaniu
pierwotnego zapalenia drég zotciowych oraz w ostrym i przewlektym zapaleniu trzustki sa nadal
kontrowersyjne i wymagaja dalszych badan. Z uwagi na powyzsze, cel i zatozenia, przedtozonej
do recenzji rozprawy doktorskiej, wydaja si¢ by¢ istotne klinicznie i wpisuja sie w
ogolnoswiatowe trendy naukowe i diagnostyczne.

Przedstawiona do oceny dysertacja jest opracowaniem na podstawie cyklu 2 publikacji

oryginalnych. W mojej ocenie, uktad pracy jest przejrzysty i zgodny z wymaganiami stawianymi
rozprawom doktorskim.
Dysertacj¢ rozpoczyna spis tresci, wykaz catkowitego dorobku naukowego Doktorantki, z
podzialem na publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, publikacje nie wtaczone do
dysertacji, streszczenia zjazdowe oraz wykaz skrotow. Wiasciwg tresé rozprawy rozpoczyna
zwigzly wstep teoretyczny, w ktorym, w sposéb syntetyczny i kompleksowy, omdwiono
zagadnienia zwigzane z tematem rozprawy doktorskiej. Doktorantka przyblizyta obecny stan
wiedzy na temat pierwotnego zapalenia drég zolciowych, ostrego i przewleklego zapalenia
trzustki, ich charakterystyke¢ kliniczng i algorytmy diagnostyczne. Ponadto, we wstepie
poswigcono kilka podrozdzialdw na zapoznanie czytelnika z procesem glikozylacji biatek, ze
szczegOlnym uwzglednieniem izoform transferyny. Informacje zawarte we wstepnie stanowig
wyczerpujgce wprowadzenie, niezbgdne do zrozumienia hipotezy i zasadnosci prowadzonych
badan.

Gtownym zatozeniem i celem rozprawy doktorskiej Pani Agnieszki Muchy byta ocena
stgzeni izoform transferyny w surowicy krwi pacjentow z pierwotnym zapaleniem drog
z6lciowych oraz z ostrym i przewleklym zapaleniem trzustki. Cele szczegblowe rozprawy
obejmowaty: poréwnanie catkowitego st¢zenia transferyny oraz jej izoform w surowicach 0séb z
PBC, cholestazag watrobowa, OZT, PZT, grupg kontrolng, ocene Korelacji stezen izoform
transferyny ze stopniem histologicznego zaawansowania PBC w skali Ludwiga, z postacig
morfologiczng i etiologig OZT oraz pordwnanie profili izoform w zapaleniach trzustki z profilami
w innych chorobach, wiaczajagc chorobg nowotworowa, stany zapalne i choroby reumatyczne.
Wedtug mojej oceny cele pracy zostaly sformutowane poprawnie i opisane zrozumiale, a sam
pomyst Autorki, dotyczgcy analizy potencjalnych, nieinwazyjnych markeréw diagnostycznych
PBC, OZT i PZT uwazam za bardzo interesujacy i istotny w praktyce kliniczne;j.

W rozdziale ,Materiat i metody” Doktorantka przedstawia material do badan, grupy
badane, metody diagnostyczne oraz statystyczne. Autorka przeprowadzita badanie w grupie 76

pacjentow z pierwotnym zapaleniem drog zotciowych, 44 pacjentéw z rakiem brodawki Vatera,



ktérzy stuzyli jako model cholestazy zewnatrzwatrobowej, 84 pacjentow z OZT, 42 chorych z
PZT oraz, zaleznie od badania, 40 lub 30 oséb zdrowych. Dodatkowo, odpowiednich pacjentow
podzielono na grupy, m.in. w oparciu o stadium PBC oraz postacie OZT.

W podrozdziale ,,Wyniki” Doktorantka przedstawita opis wynikow opublikowanych w
dwoch artykutach oryginalnych. Na uznanie zastuguje publikacja prac w renomowanym
czasopi$mie o nazwie Journal of Clinical Medicine, cechujacym si¢ zasiggiem migdzynarodowym
oraz duzym wspotczynnikiem wptywu. Co ciekawe, Autorka wykazata istotnie wyzsze stgzenia
catkowitej transferyny u os6b z PBC i jednoczesnie obnizone stgzenia nisko usjalowanych form
transferyny (di- oraz trisjalotransferyny) u pacjentow z PBC, w poréwnaniu do zdrowej kontroli.
Podwyzszone stezenie catkowitej transferyny, wg stusznej opinii Autorki, moze wynika¢ z
uszkodzenia bton organelli oraz bfon komoérkowych hepatocytéw, co moze stanowi¢ zrodto
wzmozonego uwalniania transferyny do przestrzeni pozakomorkowej. Odmiennie, w cholestazie
pozawatrobowej w poréwnaniu do PBC zmiany wykazywaly z kolei stezenia di-, tetra- i
pentasjalotransferyny. Zaréwno stezenia poszczegoélnych izoform, jak i stezenie calkowite
transferyny nie korelowaly natomiast z histologicznymi stopniami zaawansowania PBC.
Dodatkowo, przeprowadzono analiz¢ innych, znanych parametréw biochemicznych jak: kwas
z6tciowy, ALP, GGT, jednakze nie wykazano ich korelacji z izoformami transferyny.

Bardzo interesujacym wynikiem bylo wykazanie istotnie wyzszych stezen wysoko
usjalowanych form transferyny (penta- oraz tetrasjalotransferyny), odpowiednio u 0sob z
OZT/PZT lub OZT w poréwnaniu do zdrowej kontroli. Odmiennie niz w PBC, nie wykazano
zmian stezen izoform niskosjalowanych w OZT, PZT oraz w grupie kontrolnej, natomiast
wykazano istotnie nizsze stezenie catkowitej transferyny (jako ujemnego biatka ostrej fazy) w
zapaleniach trzustki, jak réwniez w OZT w poréwnaniu do PZT. Uzyskane wyniki badan
wykluczyly mozliwosé zastosowania izoform transferyny jako markeréw réznicujacych ostre i
przewlekle zapalenie trzustki

W podrozdziale ,.Dyskusja” Pani Mucha w sposob umiejetny i uporzadkowany oméwita
uzyskane wyniki. Na podstawie skrupulatnie przeanalizowanej literatury, Doktorantka
udowodnita zasadnos¢ prowadzenia badan nad poszukiwaniem nowego, prostego w oznaczeniu
oraz tatwo dostgpnego w praktyce nieinwazyjnego ,.biomarkera”, przydatnego w diagnostyce
podstawowej i réznicowej, w monitorowaniu procesu chorobowego oraz ocenie skutecznosci
leczenia. Co ciekawe, na podstawie przeprowadzonych badan oraz wynikéw innych naukowcow
Autorka wysnuta interesujaca teze o wzglednych zmianach poszczegolnych izoform transferyny,
uzaleznionych od rodzaju patologii, bez wptywu na catkowite st¢zenie transferyny w surowicy.

Stwarza to mozliwo$é opracowania profili izoform transferyny w przebiegu danego schorzenia, co




moze mie¢ ogromne znaczenie diagnostyczno-kliniczne. W dyskusji znajdujemy takze
informacjg, iz Autorka dokonata analizy profili izoform transferyny w roznych chorobach o
podiozu zapalnym, wskazujac na fakt, iz zmiany profilu nie musza byé swoiste tkankowo i moga
wynika¢ z patogenezy choroby. Szkoda tylko, iz autorka powoluje sie w dyskusji na wyniki
analizy, ktorej nie opisata w czgsci poswieconej wynikom.

Wedlug mojej opinii, wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke badan sa niezwykle
interesujgce i mogg stanowi¢ preludium do dalszych badan w tym zakresie. Z pelnym
przekonaniem mogg stwierdzi¢, iz powyzsze wyniki moga okaza¢ si¢ w przysztosci cennymi
danymi do opracowania nowych algorytméw diagnozowania i monitorowania chordb watroby
i/lub trzustki.

Na podstawie przeprowadzonych badan i dyskusji Doktorantka wysnula 5 wnioskéw.
Whioski logicznie wynikaja z uzyskanych wynikéw i odpowiadaja postawionym przez
Doktorantke¢ celom.

Prace konczy spis literatury, w ktérym odniesiono si¢ do 54 pozycji literaturowych,
gléwnie obcojezycznych, co $wiadezy o rzetelnym studium literatury $wiatowej. Publikacje
stanowig doniesienia z lat 1986-2022, z czego ok. 31% stanowity prace z ostatnich 5 lat.

W rozdziatach 10-11 zamieszczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim, w
ktorych Autorka w sposob klarowny i zrozumialy przedstawila zatozenia, metodyke oraz
uzyskane wyniki.

Na koncu pracy autorka zamiescita rowniez kopie artykutéw oryginalnych, stanowigcych
podstawe dysertacji, kopie zgod wiasciwych komisji bioetycznych oraz niezbedne o$wiadczenia.
Z oswiadczef wspotautorow prac w cyklu wynika, iz Pani mgr Agnieszka Mucha wniosla
znaczacy wkiad w powstanie koncepcji pracy, przeglad zgromadzonej literatury, wykonanie
oznaczen, interpretacj¢ wynikow, napisanie i przygotowanie pracy do publikacji, co zgodnie
oceniono na 55% w obu pracach.

Z obowigzku jako Recenzenta przedtozonej rozprawy doktorskiej chciatabym przedtozyé
pojedyncze sugestie, ktére moga prowadzi¢ do udoskonalenia rozprawy przed ztozeniem jest w
repozytorium biblioteki Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

a) Nie udato si¢ Doktorantce unikna¢ pojedynczych bledow interpunkcyjnych (np. str. 10,

12, 13) oraz bledow skfadniowych i edytorskich (na str. 10 i 26 uzyto niefortunnego

sformutowania ,,0znaczanie catkowitych ich stgzen™ zamiast ,,0znaczania ich catkowitych

stezen™; na str. 14: ,,poszerzeni” zamiast ,,poszerzen”, str. 22 bfedna wartos¢ p=273").

b) Na str. 11 nie znalazlo si¢ odniesienie do tabeli 1, zaprezentowanej na Kolejnej stronie.



¢) Na str. 13 zastosowano skrot ECPW wraz z petnym rozszerzeniem skrotu, pomimo
rozszerzenia go na stronie 12, przy pierwszym wprowadzeniu skrotu.
d) Na stronie 10 pojawia si¢ nielogiczna konstrukcja zdania. Autorka pisze: ,,Oznaczanie
izoform bialek w chorobach moze przynies¢ wiecej korzyéci diagnostycznych niz
oznaczanie catkowitych ich stezen, poprzez ograniczenie koniecznosci wykonania badan
inwazyjnych, zmniejszenie kosztow i przy$pieszenie rozpoznania, co umozliwia
wezesniejsze wdrozenie leczenia™. Czytajac powyzsze zdanie czytelnik dowiaduje sig, iz
oznaczanie izoform biatek ma te zalete, iz nie jest badaniem inwazyjnym, w poréwnaniu
do oznaczania catkowitych stezen biatek. Ponadto, z powyzszego wynika, iz oznaczanie
izoform jest mniej kosztowne niz oznaczanie catkowitych stezen bialek, co budzi
watpliwosci. Zapewne zamiarem Autorki bylo wskazanie zalet diagnostyki opartej na
ocenie izoform bialek w poréwnaniu do wszystkich metod diagnostycznych w
omawianych chorobach oraz w globalnym ujgciu pozytywnych aspektow wigczenia
izoform do diagnostyki.
€) Z opisu zastosowanych testow statystycznych wynika, iz dane uzyte do poréwnan
charakteryzowaly si¢ rozktadem odbiegajacym od normalnego. Wg mojej wiedzy, zaleca
si¢ wowczas przedstawianie danych (tabelarycznych lub na rycinach) w postaci mediany
oraz zakresu warto$ci; a nie sredniej oraz odchylenia standardowego, poniewaz mediana i
zakres sg lepiej obrazujacymi miarami (centralng i rozproszenia) w zbiorach o rozktadzie
innym niz normalny.
f) Wnhniosek 3 stanowi bardziej podsumowanie wynikow, anizeli wniosek. Wynik uzyskany
jest na podstawie przeprowadzenia szerokorozumianego eksperymentu, natomiast
wniosek ma charakter uogélnienia tresci zawartych w wynikach.
Pragne¢ jednak stanowczo podkresli¢, iz wskazane przeze mnie niedociggnigcia nie ujmujg,
w zaden sposob, merytorycznej jakosci rozprawy doktorskiej, ktorg oceniam bardzo wysoko.

Podsumowujac uwazam, iz przedlozona do recenzji dysertacja jest przemyslang
oraz dobrze zaprojektowang pracg i zawiera wszystkie wymagane elementy rozprawy doktorskie;j.
Wyniki badan przedstawiono w sposéb logiczny, rzetelny, przejrzysty i konsekwentny, co
potwierdza umiejetnos¢ Doktorantki samodzielnego projektowania i prowadzenia prac
badawczych. Potwierdzony przez wspotautorow, wysoki wkiad Autorki w powstanie artykutow,
stanowigcych cykl prac (55%) swiadczy o duzym wkiadzie Doktorantki w powstanie tych
artykutow.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa Pani Agnieszki Muchy pt.: ,,Ocena st¢zenia izoform

transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drég zétciowych oraz zapalenia trzustki”



stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spehia wszystkie wymogi zwyczajowe i
ustawowe, stawiane rozprawom doktorskim w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk
medycznych, okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie WyzZszym i
nauce (Dz. U. z 2022r., poz. 574 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiego
Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki

Muchy do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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