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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. Joanny Piechoty
pt. ,Przydatnos¢ diagnostyczna oznaczen dehydrogenazy alkoholowej (ADH) i jej izoenzymoéw
oraz dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) w cholestazie ciezarnych”
Rozprawa doktorska w oparciu o cykl 3 publikacji naukowych

Badania, ktérych wyniki przedstawiono w przedtozonej do recenzji rozprawie doktorskiej,
wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Biochemicznej Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, ktérego kierownikiem jest Pani prof. dr hab.
n. med. Barbara Mroczko. Promotorem pracy doktorskiej jest dr hab. n. med. Wojciech Jelski.

Przedstawiona do recenzji praca powstata w oparciu o cykl trzech powigzanych tematycznie
artykutéw opublikowanych w latach 2020-2022, jednego przegladowego oraz dwéch oryginalnych
przedstawiajgcych  wyniki przeprowadzonych badari eksperymentalnych. Kazdy z artykutéw
wchodzacych w sktad cyklu zostat opublikowany w recenzowanym czasopismie anglojezycznym
o wysokim wspédtczynniku wptywu IF:

 Intrahepatic Cholestasis in Pregnancy: Review of the Literature. Piechota J, Jelski W. Journal of
Clinical Medicine 2020, 9: 1360-1366. IF 4.242, MNiSW: 140 pkt. (praca przegladowa)

e The Alterations in Alcohol Dehydrogenase Activity in the Sera of Women With Intrahepatic
Cholestasis of Pregnancy. Jelski W, Piechota J, Orywal K, Mroczko B., Anticancer Research 2020,
4:1997-2001. IF 2.480, MNiSW: 70 pkt. (praca oryginalna)

e The comparison of total bile acid concentration and alcohol dehydrogenase activity as markers
of intrahepatic cholestasis of pregnancy. Piechota J, Jelski W, Orywal K, Mroczko B. Acta
Biochimica Polonica 2022, 69:173-176. IF 2.149, MNiSW: 70 pkt. (praca oryginalna)

tyczny IF z cyklu: 8.871, 280 pkt. MNiSW

Udziat Doktorantki w powstawaniu powyzszych artykutéw jest znaczacy i wynosi odpowiednio 70%,
60% i 60%, co w mojej ocenie $wiadczy o bardzo duzym zaangazowaniu Doktorantki w zaplanowanie
badan, wykonanie oznaczen oraz w analizg ich wynikéw, interpretacje i opisanie w formie publikacji.
Warto réwniez podkresli¢, ze Doktorantka w dwéch w/w artykutach jest pierwszym autorem.
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Catos¢ dorobku naukowego Pani Joanny Piechoty obejmuje pie¢ anglojezycznych artykutéw
opublikowanych w recenzowanych czasopismach, z czego cztery to publikacje oryginalne, o facznym
wspotczynniku wptywu IF 11.761, 320 pkt. MNiSW.

Biorac pod uwage fakt, ze przedstawiona do recenzji dysertacja zostat przygotowana w oparciu o cykl
artykutéw opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych o zasiggu miedzynarodowym,
nalezy zaznaczyé¢, ze obecna recenzja bedzie stanowita raczej podsumowanie przeprowadzonych przez
Doktorantke badan i ocene spetnienia wymogow stawianych pracom doktorskim. Postaram sie takze
podzieli¢ swoimi przemysleniami i uwagami zwigzanymi z przygotowang przez Doktorantke dysertacja.

W swoich badaniach Doktorantka postanowita sprawdzi¢ potencjalng przydatnoéé¢ oznaczen
dehydrogenazy alkoholowej (ADH) i jej izoenzyméw oraz dehydrogenazy aldehydowej (ALDH)
w diagnostyce cholestazy ciezarnych, co stanowi nowe spojrzenie na mozliwosci poszerzenia panelu
parametrow diagnostycznych zwigzanych z rozwojem tej choroby. W organizmie czfowieka
dehydrogenaza alkoholowa wystepuje w postaci kilkunastu heterogennych izoenzymow, sposréd
ktérych mozna wyrézni¢ pie¢ klas (ADH | — ADH V), umiejscowionych w réznych narzadach, majgcych
zdolno$¢ utleniania alkoholi zaréwno alifatycznych jak i aromatycznych. Podstawowg funkcjg
biologiczng tego enzymu jest utlenianie alkoholu etylowego oraz udziat w biotransformacji wielu
waznych fizjologicznie substancji, takich jak retinol, czy serotonina. Ponad 90% tego enzymu jest
zlokalizowane w cytoplazmie komérek watroby, a hepatocyty s najbogatszym zrédtem ADH |. ADH
jest izoenzymem swoistym narzadowo dla watroby, w przeciwieristwie do izoenzymu ADH |Il, ktéry
wystepuje we wszystkich narzadach. ADH IV, ze wzgledu na lokalizacje, okreslana jest jako izoenzym
zotadkowy, a obecno$¢ izoenzymu klasy V stwierdzono w watrobie oraz nabtonku btony $luzowej
zotadka.

Dehydrogenaza aldehydowa jest wysoce hieswoistym enzymem, ktéry katalizuje reakcje
przemian roznych aldehydéw. ALDH odpowiada za utlenianie 90% aldehydu octowego powstajacego
w metabolizmie alkoholu etylowego. W organizmie czfowieka enzym ten wystepuje w postaci
kilkunastu izoenzyméw o réznej lokalizacji, podzielonych na klasy, sposréd ktérych najwazniejszg role
petnig izoenzymy klas | — IV.

Uwaza sig, ze pomiar aktywnosci zaréwno ADH, jak i ALDH moze mie¢ znaczenie
w diagnozowaniu wielu choréb watroby i innych narzadow. Zaburzenia aktywnosci tych enzymow moga
powodowac wiele zmian metabolicznych, co prowadzi do nasilenia procesu chorobowego. W efekcie
toksycznego uszkodzenia komérek watroby dochodzi do uwalniania izoenzymu ADH klasy | oraz wzrostu
jego aktywnosci w surowicy krwi 0séb chorych. U alkoholikéw zmiana aktywnosci tego izoenzymu jest
wprost proporcjonalna do stopnia uszkodzenia narzadu. Zmiany aktywnosci dehydrogenazy
alkoholowej mogg by¢ réwniez przydatne w monitorowaniu skutecznoéci terapii alkoholowej choroby
watroby. W przypadku aktywnosci izoenzyméw ADH | i ADH Il stwierdzono dodatnig korelacje
z aminotransferaza asparaginianowg (AST) i alaninowg (ALT), ktére sg powszechnie uznanymi
parametrami majgcymi zastosowanie w diagnostyce chordb watroby.

Doktorantka skupita swoje zainteresowanie wokét diagnostyki wewngtrzwatrobowe;j
cholestazy ciezarnych (ang. intrahepatic cholestasis of pregnancy, ICP), ktéra stanowi najczestsza, $cisle
zwigzang z cigza, chorobe watroby u kobiet, pojawiajacy sie zwykle w drugim lub trzecim trymestrze
cigzy i ustepujgca samoistnie po porodzie. W Polsce czestos¢ wystepowania ICP jest szacowana na okoto
1-4 %, a jej etiologia nie jest do korica poznana - bierze sie pod uwage udziat czynnikéw genetycznych,
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hormonalnych, a takze $rodowiskowych. Wystapienie choroby u ciezarnej wiaze sie ze zwigkszonym
ryzykiem powiktan okotoporodowych, takich jak zaburzenia oddechowe, przedwczesny pordd, a nawet
martwe urodzenie. Obecnie nie ma jednego wiarygodnego testu pozwalajgcego w sposdb
jednoznaczny na zréznicowanie przypadkow ICP od innych choréb watroby. Najbardziej czutym
markerem biochemicznym stosowanym w diagnostyce ICP jest catkowite stezenie kwaséw 26tciowych,
ktore moze stanowié pierwszy lub jedyny biomarker wykrywany laboratoryjnie.

W trakcie cigzy w watrobie matki dochodzi do szeregu zmian zaréwno fizjologicznych jak
i patologicznych, ktére mogg prowadzi¢ do zmian aktywnosci enzyméw w komdrkach watroby i ich
uwalniania do krwi. W przebiegu choréb watroby obserwuje sie wzrost aktywnogci enzymow
cytoplazmatycznych w  surowicy krwi, w tym dehydrogenazy alkoholowej i dehydrogenazy
aldehydowej, ktére wykazuja takze wysokie aktywnosci w hepatocytach. ADH i ALDH odgrywajg istotng
role w metabolizmie szeregu waznych substancji biologicznie czynnych oraz sa wskaznikiem
uszkodzenia komérek watroby. W zwiazku z powyzszym, celem zatozonym przez Doktorantke byto
okreélenie profilu izoenzyméw ADH i aktywnosci ALDH w surowicach pacjentek z ICP oraz ocena
przydatnosci diagnostycznej badanych izoenzyméw w rozpoznawaniu wewngtrzwatrobowej cholestazy
ciezarnych.

Wyznaczono nastepujgce cele szczegétowe:

1. Oznaczenie aktywnosci ADH i jej izoenzyméw oraz ALDH w surowicy cigzarnych, u ktérych wystapita
cholestaza wewnatrzwatrobowa, a nastepnie poréwnanie otrzymanych wynikéw z tymi otrzymanymi
dla grupy kontrolnej sktadajacej sie ze zdrowych kobiet ciezarnych oraz nie bedacych w cigzy.

2. Poréwnanie oznaczonych aktywnosci analizowanych enzyméw zaréwno ze stezeniami klasycznego
markera wewnatrzwatrobowej cholestazy cigzarnych, ktérym jest catkowite stezenie kwaséw
26tciowych, jak réwniez z aktywnosciami enzymatycznych markeréw ICP — aminotransferazy alaninowej
(ALT) i asparaginianowej (AST), fosfatazy alkalicznej (ALP) i y-glutamylotransferazy (y-GT).

Materiat do badar stanowity surowice krwi pochodzgce od 80 kobiet w Il lub Il trymestrze cigzy (19-
40 lat), u ktérych rozpoznano wewnatrzwatrobowa cholestaze cigzarnych na podstawie badarn
klinicznych i laboratoryjnych (catkowite stezenie kwaséw z6tciowych, aktywnos$¢ transaminaz),
hospitalizowanych w Il Klinice Potoznictwa i Ginekologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Do
kryteriow wigczenia zaliczono $wigd skéry rozpoczynajacy sie w drugim lub trzecim trymestrze cigzy
i podwyzszenie catkowitego stezenia kwaséw z6tciowych w surowicy (>10 pmol/l). Kryteria wykluczenia
stanowity: przewlekta choroba watroby i infekcja wirusowa watroby (HAV, HBV lub HCV), stan
przedrzucawkowy, hemoliza, podwyzszona aktywnos¢ enzymow watrobowych, niska liczba ptytek krwi
(HELLP) oraz ostre sttuszczenie watroby w ciazy (AFLP). Otrzymane wyniki oznaczed poréwnano
z wynikami otrzymanymi dla 80 zdrowych kobiet w cigzy (19-39 lat) w drugim lub trzecim trymestrze
Cigzy oraz dla 40 zdrowych kobieta niebedacych w cigzy (20-42 lata).

Aktywnos$¢ izoenzyméw ADH klasy | i Il oraz aktywno$¢ ALDH oznaczono metoda
spektrofluorometryczng. Do pomiaru aktywnoéci ADH klasy Il i IV oraz catkowitej aktywnoéci ADH
wykorzystano metody spektrofotometryczne. Aktywnosci aminotransferazy alaninowej (ALT)
i asparaginianowej (AST), fosfatazy alkalicznej (ALP), y-glutamylotransferazy (y-GT) oraz catkowite
stezenie kwaséw z6fciowych (TBA) oznaczono za pomocy gotowych zestawdéw odczynnikéw firmy
Abbott na analizatorze biochemicznym ALINITY (Abbott).
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recenzenta pozwolg sobie najwazniejsze z nich wymieni¢, co ma na celu pomoc w unikaniu pewnych
niezrecznosci w przysztoéci:
e Na stronie tytutowej widnieje rok 2021, co zapewne jest przeoczeniem
e Str. 4istr. 51 — nie mozna pisa¢ o o$wiadczeniach wspotautoréw rozprawy doktorskiej, gdyz
z zatozenia rozprawa doktorska dotyczy wyfgcznie jednej osoby — doktoranta. Powinno by¢:
oswiadczenia wspétautoréw artykutéw wchodzacych w sktad cyklu publikacji stanowigcych
rozprawe doktorskg
® Str. 7 — napisano, ze izoenzym ADH klasy V zbudowany jest z podjednostek o nieznanym
sktadzie, a podany odnosnik pismiennictwa jest z roku 2001. Mam zatem pytanie, czy
sprawdzata Pani, czy przez ten okres ponad 20 lat nadal niczego sie nie dowiedziano na temat
sktadu podjednostkowego izoenzymu ADH klasy v?
® 5tr. 11 - podajgc jednostki stezen nalezy stosowac zapis ogolnie przyjety, czyli np. uM/L, a nie
mikromole/l, i nalezy te zapisy ujednolicié¢, a nie stosowac naprzemiennie
® Przy wszystkich stosowanych w tredci rozprawy skrotach nazw angielskich powinny byé podane
nazwy angielskie, oprécz ich polskich odpowiednikéw, co dotyczy zaréwno wykazu skrétdw, jak
i czgsci rozprawy doktorskiej w jezyku polskim
e 5tr. 24126 — piszemy o celu badan (purpose of this study), a nie o celu pracy (purpose of this
paper), majac na mysli publikacje, bo aby mégt powsta¢ artykut potrzebne sg badania, a wiec
to ich realizacja jest celem nadrzednym
e Piszemy o réznicach, ktére s3 istotnie wyzsze/nizsze, a nie statystycznie istotnie wyzsze/nizsze,
gdyz juz samo stowo , istotnie” Swiadczy o tym, Ze jest to istotnogé statystyczna.
Podsumowujac stwierdzam, 7e Doktorantka umiejetnie zorganizowata swoj warsztat badawczy,
wykazata sie duzg pracowitoscig i starannoscig w opracowaniu uzyskanych wynikéw, wykonata
oznaczenia i przeanalizowata otrzymane wyniki dla tacznie 11 parametréw, a swoje badania
przeprowadzita na reprezentatywnych pod wzgledem ilo$ciowym i poréwnywalnych wiekowo grupach
badanych, co pozwolito na osiggniecie wszystkich zaktadanych celéw. Przeprowadzone badania sa
wartosciowe i daty podstawe do wyciaggniecia dwdch najwazniejszych wnioskdw:
1. Wzrost aktywnosci izoenzymu klasy | ADH, a w konsekwencji aktywnosci catkowitej ADH
w surowicach pacjentek cierpigcych na wewnatrzwatrobowa cholestaze ciezarnych, jest spowodowany
uwalnianiem ADH | ze zmienionych chorobowo komérek watroby.
2. Dodatnia korelacja miedzy aktywnosciag catkowita ADH i aktywnoscig izoenzymu klasy | ADH
a stezeniem catkowitym kwaséw zétciowych (ang. total bile acids, TBA) wskazuje na przydatnosé
diagnostyczng oznaczert ADH w wykrywaniu wewngtrzwatrobowej cholestazy ciezarnych.

Nasuwa si¢ jednak pytanie dlaczego we wnioskach pominieto fakt, ze wykazano réwniez istnienie
istotnych  dodatnich korelacji miedzy aktywnosciami ADH catkowitej i izoenzymu klasy |
a aktywnosciami aminotransferazy asparaginianowe;j i alaninowej? Prosze o wyjasnienie.

W mojej opinii recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska catkowicie spefnia wymagania ustawy
o stopniach naukowych i przedstawiam Radzie Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani lek. Joanny
Piechoty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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