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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Emilii KROLEWICZ pt. ,,Ocena przydatnosci
diagnostycznej testu aktywacji bazofila (BAT) w alergii na plesn Alternaria alternata”.

Rozprawa doktorska Pani mgr Emilii Krolewicz zostata napisana w Katedrze i Zaktadzie
Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod kierunkiem Pani prof. dr
hab. Ireny Kustrzeby Wajcickiej.

Dotychczasowy dorobek naukowy mgr Emilii Krélewicz, ktéra dopiero rozpoczyna
karier¢ naukowg jest znaczacy. Pani Krolewicz jest wspotautorem 9 publikacji naukowych i
11 komunikatow zjazdowych.

Doktorantka podjela si¢ proby wykonania, zoptymalizowania i oceny przydatnos$ci
diagnostycznej testu aktywacji bazofila (BAT) w alergii na plesn Alternaria alternata.
Dodatkowym celem pracy byto sprawdzenie, czy aneksyna V moze zosta¢ uznana za nowy
marker aktywacji granulocyta zasadochtonnego 1 zastgpi¢ antygeny powszechnie stosowane
w testach komorkowych, takie jak CD63 lub CD203c.

Od strony edytorskiej praca jest w wigkszo$ci dobrze napisana. Przeglad literatury we
wstepie pracy jest logiczny i uporzadkowany. Omawiane zagadnienia sg przedstawione w
postaci rozdziatéw i podrozdziatow. Przedstawiona do oceny praca zawiera na 107 stronach
wszystkie wymagane rozdziaty. Zamieszczono tgcznie 40 rycin i 21 tabel. Przedstawione
zagadnienia poparte sg bogato cytowang literaturg (142 pozycje).

We wstepie Doktorantka w sposob szczegltoéwy zapoznaje czytelnika z pojeciem
alergii, definiuje typy reakcji nadwrazliwosci, opisuje symptomy alergii na plesn Alternaria
alternata oraz definiuje poznane alergeny tego grzyba. W ostatniej czesci wstepu
Doktorantka zajmuje si¢ testami diagnostycznymi i metodami stuzgcymi do identyfikacji
alergii. Charakteryzuje zakres badan zamieszczonych w dysertacji. Wstegp pracy jest obszerny
i $wiadczy o znakomitym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do podjecia pracy
eksperymentalnej nad okre§leniem przydatnosci diagnostycznej testu aktywacji bazofilow w
alergii.


http://iitd.pan.wroc.pl/

Cele i zatozenia pracy sa jasno zdefiniowane. Testy skorne (prick), ktore sa uwazane
za ,,ztoty standard” we wspotczesnej diagnostyce chorob alergicznych, sg zawodne,
szczegolnie u 0sob przyjmujacych leki przeciw alergiczne. Z tego wzgledu istnieje potrzeba
poszukiwania i stosowania innych testow, dzigki ktorym mozliwe bedzie ulepszenie
skutecznos$ci diagnostyki chordb alergicznych. Celem pracy Doktorantki byta ocena
przydatnosci cytometrii przeplywowej oraz oznaczenie sIgE w diagnostyce alergii na plesn
Alternaria alternata. Dodatkowo Doktorantka podjeta si¢ proby oceny przydatnosci
aneksyny V jako markera aktywacji bazofilow w diagnostyce alergii.

Badania zostaty przprowadzone na dwoch grupach woluntariuszy, jedng stanowili
ludzie zdiagnozowani z alergia na plesn Alternaria alternata. Grupe kontrolng stanowity
osoby z ujemnymi wynikami testow skdrnych na panel alergenéw wziewnych i bez objawdw
klinicznych alergii. Opis uzytych metod i testow zawiera niezbedne informacje dla
zrozumienia, w jaki sposob badania zostaty przeprowadzone.

Praca doktorska mgr Emilii Krolewicz zostata zaprojektowana i wykonana solidnie.
Doktorantka scharakteryzowata bardzo doktadnie populacje woluntariuszy
zakwalifikowanych do badan z uwzglgdnieniem pici i wieku w grupie kontrolnej i badane;j.
Nastepnie u wszystkich badanych osob przeprowadzita dwa testy skorne, jeden z histaming i
drugi z wyciagiem alergenowym Alternaria alternata. Otrzymane wyniki przedstawita w
klarownej formie graficznej. Kolejnym etapem badan byly pomiary stezenia przeciwciat
klasy IgE swoistych przeciwko alergenowi z Alternaria alternata u kazdej osoby z dwoch
badanych grup. Wazng warto$¢ diagnostyczna u osob z alergig stanowi ilo$¢ 1 aktywnos¢
bazofili. W tym celu Doktorantka uzyta cytometrii przeptywowe;j, ktora pozwolita jej nie
tylko zidentyfikowac populacje bazofili, ale rowniez okresli¢ spoczynkowa aktywnos¢
bazofili oraz aktywno$¢ bazofili stymulowanych bodzcem niespecyficznym (przeciwciatem
anty-I1gE) jak i specyficznym (alergen z Alternaria alternata). Otrzymane wyniki wskazuja,
ze procent aktywnych bazofilow jest istotnie wyzszy w grupie badanej w poréwnaniu do
grupy kontrolnej.

W koncowej czesci badan eksperymentalnych Doktorantka zbadata czutos¢ i
specyficznos¢ reakcji bazofiloéw na bodzce swoiste. Czulo$¢ oznacza zdolnos¢ testu do
wykrywania 0sob rzeczywiscie uczulonych. Swoisto$¢ jest parametrem pozwalajgcym na
wyeliminowanie wynikow falszywie dodatnich, ktore moga wystapi¢ u osoby zdrowej. Z
przeprowadzonych badan wynika, ze najwigksza czutos$¢ 1 specyficznos¢ reakcji bazofilow na
swoiste bodzce otrzymano przy stymulacji probka alergenu z Alternaria alternata o st¢zeniu
koncowym 100 SBU/m.

Doktrantka wnikliwie 1 kompetentnie odnosi si¢ do wiasnych wynikéw 1 dyskutuje je
na tle cytowanej, obszernej literatury przedmiotu (142 pozycje literaturowe). Jednym z celow
prowadzonych przez autorke badan byto wykazanie, ze wigzanie aneksyny V zalezy od
aktywacji bazofila wyciagiem alergenowym i moze mie¢ zastosowanie w diagnostyce chorob
alergicznych.

Warto zwroci¢ uwage, ze wspotczesna diagnostyka uczulen na grzyby mikroskopowe
opiera si¢ na testach skornych typu prick i oznaczaniu przeciwciat klasy IgE. Testy te nie



zawsze s3 wiarygodne, zaleca si¢ wigc wykorzystanie cytometrii przeptywowej do pomiaru
stopnia aktywacji bazofili (BAT) stymulowanych swoistym bodzcem. Potgczenie obu technik
znacznie zwigksza trafnos$¢ rozpoznania alergii na plesnie.

Oczywiscie, droga do zaprojektowania nowego testu diagnostycznego alergii na
plesnie, z wykorzystaniem aneksyny V do identyfikacji stopnia aktywacji bazofili
stymulowanych alergenem, jest daleka. Doktorantka zdaje sobie z tego sprawe piszac w
koncowej czgsci dyskusji, ze otrzymane w niniejszej pracy wyniki, zachecaja do prowadzenia
dalszych prac w celu walidacji tej metody diagnostycznej.

Whioski sformutowane pod koniec dysertacji s poprawne. Zastosowanie aneksyny V
zwicksza mozliwosci diagnostyczne w zakresie uczulenia na ple$nie. A zatem biatko to moze
zostac¢ uznane za nowy i skuteczny marker aktywacji bazofila, o duzym znaczeniu
diagnostycznym w wykrywaniu alergii na Alternaria alternata.

W koncowej czesci mojej recenzji cheialbym Doktorantce zadaé kilka pytan i skupié
si¢ nad pracg od strony edytorskiej.

Przedstawiona charakterystyka osob (wiek, pte¢, wyniki testow skornych) w grupie
kontrolnej 1 badanej intuicyjnie wyglada poprawnie. Chciatbym jednak zapyta¢ czy
Doktorantka uzywata jakiegos testu, aby wykazac, ze prawdopodobienstwo wystapienia
btedu systematycznego jest ponizej 5%?

Na rysunku 8 przedstawia Doktorantka wyniki testu skornego z wyciggiem
alergenowym Alternaria alternata w grupie kontrolnej i badanej. W grupie kontrolnej wyniki
testu u wszystkich badanych os6b maja wartos$¢ zero. Jaki Doktorantka zastosowata test
statystyczny do obliczenia tego prawdopodobienstwa? Intuicyjnie obliczanie wartosci p,
gdzie wszystkie osoby z grupy kontrolnej maja warto$¢ zero, nie ma sensu.

Pomimo solidnej pracy pod wzglgdem merytorycznym Doktorantka nie ustrzegla sie
przed niedociggni¢ciami edytorskimi. Na stronie 26 Doktorantka napisata: Do tej pory
poznano biologiczng rol¢ tego biatka [aneksyna V] w procesie apoptozy, jako
zaprogramowanej Smierci komorki, jednak liczba doniesien literaturowych na ten temat jest
niewystarczajaca”. Trudno mi si¢ zgodzi¢ z tym stwierdzeniem. Pobiezny Internetowy
przeglad literatury naukowej na temat roli aneksyny V w wykrywaniu wczesnej apoptozy
wyswietla ponad 10 000 prac naukowych na ten temat. By¢ moze Doktorantka miata co
innego na mysli. Chcialbym to wiedziec.

Na stronie 34 i kolejnych stronach, w podrozdziale ,,Metody” Doktorantka podaje
informacje z jaka predkoscig odwirowywata krew — 3000 obrotow/min przez 15 min. Raczej
powinno to by¢ przeliczone na RCF (relative centrifugal force), ktore jest niezalezne od typu
I wielkosci wirowki.

Na stronie 36 jest napisane: ,,Po zakonczonej inkubacji, do kazdej probki dodawano 2
ml ptynu lizujacego komoérki Lysing Solution, BD Biosciences, San Diego, USA 1



pozostawiano na 10 minut w temperaturze pokojowej.” Stwierdzenie to jest mylace. Tutaj nie
chodzi o lizg wszystkich komorek, ale tylko o erytrocyty.

Na rycinach 4-6, 16-25, pokazane sg wykresy punktowe przedstawiajgce rozktad
bazofili. Niestety w opisie do rycin jest za mato informacji. Osie ,,x” 1,,y” s3 opisane jako
FL-2H i FL-1H, a oznakowanie osi powinno zawiera¢ informacj¢ o odczynnikach
fluorescencyjnych, ktorymi zostaty wyznakowane bazofile, w tym wypadku bazofile zostaly
wyznakowane przeciwciatem anty-CCR3 polaczonym z fikoerytryng (FL-2H) oraz aneksyna
V potaczong z FITC (FL-1H) i tak naley opisa¢ osie x, y. Wykresy punktowe nie zawieraja
tez bezwzglednej liczby bazofili, tylko rozktad procentowy. Bezwzgledna liczba jest wazna,
bo istotnos¢ procentowego rozkladu bazofili przy matej ilosci komorek jest inna niz przy
duzej ilosci komorek.

Generalnie zardwno ryciny 1 tabelki powinny zawiera¢ informacj¢ konieczng do
zrozumienia wyniku bez uciekania si¢ do informacji zamieszczonej w innej czesci pracy.

W kilku miejscach dysertacji te same wyniki sg przedstawione w dwoch roznych
formach, ktore nie wnoszg zadnej dodatkowej informacji i moglyby by¢ przedstawione w
jednej z dwdch form. Na przyktad w tabeli 3 i rycinie 7 jest przedstawiony procentowy udziat
kobiet i mezczyzn w dwoch grupach, kontrolnej 1 badanej. Przy okazji warto zauwazy¢, ze w
grupie badanej jest dwukrotnie wigcej mezczyzn niz w grupie kontrolnej. Czy zastosowata
Doktorantka jaki$ test, aby potwierdzi¢, ze ta nierbwnowaga nie jest statystycznie istotna?

Ryciny 37 1 38 s3 mato czytelne i warto bytoby sie zastanowi¢ nad inng forma
prezentacji tych wynikow. A przy okazji chciabym Doktorantke zapyta¢ czym wyttumaczy
obserwacje, ze odsetek aktywnych bazofiléw migdzy badanymi osobami nie wykazuje zadnej
korelacji z wartoscig stezenia ekstraktu alergenowego? U jednych oséb aktywacja bazofili
jest wieksza przy najwiekszym st¢zeniu alergenu U innych najmniejsza, wreszcie u kilku
badanych oséb najwigksza aktywnos$¢ bazofili jest przy stymulacji posrednim stezeniem
alergenu.

Wyniki na rycinach 39 i 40, w ktorych poréwnuje si¢ procent aktywowanych bazofili
po stymulacji alergenem w grupie kontrolnej i badanej mogtby z powodzeniem by¢
przedstawione na jednej rycinie. Pozwolitoby to na lepsze uwypuklenie réznic miedzy grupa
kontrolng a badana.

Praca jest dobrze zredagowana, ale mogtaby by¢ bardziej zwarta, co przyczynitoby si¢
do wigkszej przejrzystosci. Na przyktad opisy zastosowanych technik i metod badawczych
moglyby by¢ krotsze z uwzglednieniem tylko najwazniejszych informac;ji.

Powyzsze uwagi w zadnej mierze nie podwazaja mojej wysokiej oceny pracy
doktorskiej mgr Emilii Krdlewicz, a wymieniam je z racji summienno$ci recenzenta, aby
przy ewentualnej publikacji pracy doktorskiej wzigta je pod uwage.



Reasumujgc stwierdzam, ze przyszto mi recenzowac ciekawa prace doktorska.
Chcialbym zwréci¢ uwage na pracowitos$¢ i czas Doktorantki spedzony przy badaniu 65
woluntariuszy testami in vivo jak i in vitro! Wysilek i pracowitos¢ jest wielkim atutem w
pracy naukowej.

Rozprawa doktorska mgr inz Emilii Krolewicz pt.: "Ocena przydatnoSci
diagnostycznej testu aktywacji bazofila (BAT) w alergii na plesn Alternaria alternata "
spetnia warunki okreslone w art.13 ust. 1 ustawy 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 p6zn. zm.). Przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie magister inzynier Emilii
Krolewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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