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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Blanki Wolszczak-Biedrzyckiej
pt. ,Aktywnosé i profil izoenzymatyczny dehydrogenazy alkoholowej (ADH)
i dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) w surowicy chorych ze sttuszczeniem watroby”

Przedtozong do recenzji prace doktorskg wykonano w Zakladzie 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 okreslenie mozliwosci zastosowania oznaczen aktywnosci
dehydrogenazy alkoholowej (i jej izoenzyméw) oraz dehydrogenazy aldehydowej w diagnostyce
sttuszczenia watroby.

Sttuszczenie watroby to jedna z najczeéciej wystepujacych patologii watroby, ktéra moze mieé
podtoze zaréwno alkoholowe jak i niealkoholowe. Alkohol etylowy jest jedng z uiywek, ktdre
najczesciej powodujq uzaleznienie na $wiecie - w Polsce ok. 2-2,5 miliona 0séb naduzywa alkoholy,
a prawie 800 tysigcy jest od niego uzaleznionych. Alkoholizm stanowi wazny problem medyczny ze
wzgledu na liczne zdrowotne konsekwencje, a zaréwno alkohol etylowy, jak i jego metabolity,
wykazujg szkodliwe dziatanie na wiele narzadéw i tkanek ludzkiego organizmu, co zostato
potwierdzone w licznych  badaniach  epidemiologicznych. Watroba jako kluczowy organ
metabolizujgey alkohol, szczegéinie jest podatna na jego dziatanie.

Metabolizm alkoholu etylowego w watrobie odbywa sie na drodze utleniania w wyniku
dziatania uktadu dehydrogenazy alkoholowe] (ADH), mikrosomalnego uktadu utleniania etanolu
(MEOS) zwigzanego z cytochromem P-450 oraz ukfadu katalazy. Etanol jest metabolizowany gtéwnie
pod wptywem dehydrogenazy alkoholowej (ADH) i dehydrogenazy aldehydowej (ALDH), ktorych
obecnos¢ wykazano w watrobie. Obydwa te enzymy mogg bra¢ udziat w patogenezie zmian
sttuszczeniowych w watrobie oraz ulegaé¢ nadmiernemu uwalnianiu do krwi ze zmienionych
chorobowo komaérek watroby.

W kontekscie tych informacji dochodzimy do celu niniejszej rozprawy doktorskiej.
Przedmiotem dysertacji Pani mgr Blanki Wolszczak-Biedrzyckiej byty badania, ukierunkowane
zaréwno na okreslenie i poréwnanie aktywnosci dehydrogenazy alkoholowej i jej izoenzyméw oraz
dehydrogenazy aldehydowej w surowicy pacjentéw ze sttuszczeniem watroby z aktywnoscig tych
enzymow u oséb zdrowych, jak réwniez na ocene aktywnoéci badanych enzyméw we krwi
w zaleznosci od: 1) stopnia zaawansowania choroby (dane kliniczne i histopatologiczne) oraz 2) od
etiologii stfuszczenia watroby (alkoholowa, niealkoholowa). Ostatnim celem, w mojej ocenie
najwazniejszym, jaki postawita sobie Doktorantka, byto okreélenie wartosci diagnostycznej (czuto$¢,
swoisto$¢) zmian aktywnosci w. w. izoenzyméw w surowicy chorych.

Badania objety 38 pacjentéw z alkoholowym sttuszczeniem watroby i 40 pacjentow, u ktérych
rozpoznano niealkoholowe sttuszczenie watroby (wiek 31-75 lat), hospitalizowanych w Klinice Choréb
Zakaznych i Hepatologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Grupe kontrolng stanowito 80
osob zdrowych w wieku 30-70 lat. Wszystkie osoby z grupy kontrolnej spozywaty alkohol jedynie
okazjonalnie (ponizej 20 g etanolu na tydzier)). Do oznaczania aktywnosci ADH | i Il oraz ALDH
zastosowano metode spektrofluorymetryczna. Specyficznymi, fluorogennymi substratami  byty
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4-metoksy-1-naftaldehyd dla klasy 1 i 6-metoksy-2-naftaladehyd dia klasy Il ADH (redukcja) i ALDH
{utlenianie). Catkowitg aktywnos$¢ ADH oraz aktywno$¢ izoenzymow klasy 11i i IV mierzono metodg
spektrofotometryczng.

Najwazniejszym wskaénikiem, ktory $wiadczy o przydatnosci klinicznej danego parametruy,
jako markera choroby jest ocena mocy diagnostycznej, ktérej wyktadnikiem jest pole pod krzywq ROC.
Istnieje zalezno$¢ migdzy powierzchnig pola pod krzywa a mocq diagnostyczng parametru - im
wieksza powierzchnia pola tym wyisza moc diagnostyczna. Najwyisza mocg diagnostyczng badan
w sttuszczeniu watroby charakteryzowat sig izoenzym klasy | ADH, dia ktérego powierzchnia pola AUC
wynosita 0,784. Powierzchnia pola pod krzywa ROC dla ADR Il byta mniejsza i wynosita 0,758, a dla
catkowitej dehydrogenazy alkoholowej wartoé¢ ta wynosita 0,706. Uzyskane wartoéci dla badanych
parametréw sg wyzsze od wartoéci 0,5, ktéra stanowi granicg przydatnosci diagnostycznej. Powyisze
wyniki wskazuja, ze izoenzymy klasy |, 1l dehydrogenazy alkoholowej oraz ADH catkowita moga stac sig
potencjalnymi parametrami, przydatnymi w diagnostyce laboratoryjnej sttuszczenia watroby.

Przedstawione wyniki badan sugeruja, ze znaczgcy wzrost aktywnosci ADH I, ADH | oraz
catkowitej ADH w surowicy krwi pacjentow ze stiuszczeniem watroby jest spowodowany uwalnianiem
tych izoenzyméw ze zmienionych przez stluszczenie komérek. Godnym podkreslenia jest fakt, e
ocena wskaznikéw przydatnoéci diagnostycznej sugeruje mozliwos¢ zastosowania izoenzymu klasy |
i It jak réwniez catkowitej ADH, jako markera stluszczenia watroby. Badane markery moga by¢ takze
pomocne w ocenie etiologii tej choroby. Nie zaohserwowano jednak znaczacych roznic w aktywnosci
dehydrogenazy aldehydowej oraz izoenzymoéw klasy Il i IV dehydrogenazy alkoholowej w surowicy
chorych w odniesieniu do grupy kontrolne;j.

Praca doktorska ma typowy ukiad edytorski, z zachowaniem wiaéciwych proporcji miedzy

poszczeg6lnymi rozdziatami. Jest przejrzysta, opatrzona fadnie wykonanymi rysunkami i tabelami.

Pi¢miennictwo Doktorantka dobrata umiejgtnie (143 pozycje), z czego 87% stanowily prace

anglojezyczne, a 23% - prace z lat 2011-2016.

We ,Wstepie” Doktorantka w spos6b bardzo szczegdlowy przedstawita wszystkie niezbedne
informacje, ktére daja podwaliny teoretyczne i pozwalajg zardwno na zrozumienie badanego
zagadnienia, jak rowniez celowosci podjetych badarn oraz uzasadnienie koniecznosci wytypowania
specyficznej, czutej i matlo inwazyjnej metody diagnostycznej schorzenia jakim jest alkoholowe
i niealkoholowe sttuszczenie watroby. Uzyskane wyniki badari przedstawiono w sposdb jasny
i zrozumialy, a zastosowane metody analizy statystycznej dobrano prawidtowo. W rozdziale
,Dyskusja” zawartych jest wiele cennych informacji ogdinych, ktore pozwalajg na zrozumienie
tematyki badawczej jaka zajmowata sig Doktorantka, a dyskusja nad otrzymanymi wynikami
podkreéla nowatorstwo i wagg jaka tego typu oznaczenia moga mie¢ w diagnostyce laboratoryjnej
stluszczenia watroby. Wnioski sformutowano prawidtowo.

Przedstawiona do recenzji praca jest wartoéciowa i wnosi szereg nowych informacji,
interesujacych zaréwno dla klinicystow, jak i diagnostow laboratoryjnych. Doktorantka nie ustrzegta
sie jednak drobnych niedociagnieé, na ktére czujg si¢ w obowiazku zwrdci¢ uwagg. Nie umniejszaja
one wartoéci merytorycznej przedstawionej do recenzji dysertacji, lecz moga stanowi¢ pomoc przy
przygotowywaniu przyszlych opracowari naukowych: :

e Doktorantka postugiwata si¢ w pracy skrétami nazw angielskich, dlatego tez dla wszystkich uzytych
skrotow powinny byé podane petne ich brzmienia po angielsku i po polsku, a nie tylko dla
niektérych z nich. Dotyczy to zaréwno JWykazu stosowanych skrotow”, jak i tekstu pracy, co
ulatwitoby czytanie bez koniecznosci siegania do zataczonego na poczatku wykazu. Moje
watpliwoéci  wzbudza rozwinigcie skrétu ,LKM” jako yantiliver-kidney microsome” oraz
tlumaczenie jako ,przeciwciala mikrosomalne przeciwwatrobowe i nerkowe”. Wedlug mojej
wiedzy skrdt ,LKM” oznacza ,anti-liver-kidney microsome antibody”, a trafniejsze tiumaczenie to:
Jprzeciwciata przeciwmikrosomalne watrobowo-nerkowe”. Natomiast ,FAD” to ,dinukleotyd
flawinoadeninowy”, a nie ,dinukleotyd flawoadenilowy” jak podaje Doktorantka.
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S dwie rozbieinoéci miedzy spisem treéci a tytutami rozdziatow podanymi w pracy:
w spisie tresci rozdzial 3.1. to ,Materialy”, a w tresci pracy ,Materiat’; w spisie tresci rozdziat 3.2
to ,Metody badan”, a w tresci pracy s to ,Metody”.

Kazdy rysunek i tabela powinny stanowi¢ odrebng cato$¢ i zawieral w opisie wytiumaczenie
wszystkich uzytych skrétéw, niezaleznie od tego, ze ich wyjasnienia sg podane na poczatku pracy.
Str. 8, podkreélone zdania sy powtdrzeniem tych samych informacji: ,Aldehyd octowy, ktoéry
powstaje w_kolejnym etapie ulega utlenieniu_w kwas octowy. Reakcja ta jest mozliwa dzieki
udziatowi dehydrogenazy aldehydowej. Aldehyd octowy przeksztalca sie¢ w produkt koficowy —
kwas octowy, ktéry nastepnie moze zosta¢ zmetabolizowany do koenzymu A, natomiast finalnie
ulega rozktadowi do CO, i H,0 [10]”, przy czym w pierwszym z nich sformutowanie: ,,...utlenieniu
w kwas octowy” jest biedne i powinno brzmiec: ,,...utlenieniu do kwasu octowego”.

Zauwazytam te:z kilka anglicyzméw: molekuta, masa molekularna, proteina, oksydacja, Total,
remodeling. Po polsku powinny one brzmieé odpowiednio: czasteczka, masa czasteczkowa, biatko,
utlenianie, catkowity, przebudowa. :

Str. 17: w treéci pracy podana jest informacja: ,Dotychczas wykazano istnienie 12 izoenzymow
dehydrogenazy aldehydowej”, a w tabeli ponizej, na ktérg powotuje si¢ Doktorantka, jest
podanych tylko 10 izoenzymoéw ALDH.

Str. 20, po zdaniu: ,Hsu i Chang uzywajac techniki odwrotnej transkrypcji oraz reakcji tancuchowej
polimerazy (RT-PCR) wykazall istnienie genu ALDH-5 odpowiadajacego za kodowanie izoenzymu
klasy V dehydrogenazy aldehydowej, ktéry byt pierwotnie zwany jako ALDH-", brak odnosnika do
piémiennictwa, a publikacja tych autoréw nie jest uwzgledniona w spisie pismiennictwa.

Str. 22, podkre$lona czeéé zdania: ,Watroba anatomicznie stanowi czg$¢ uktadu pokarmowego,
natomiast fizjologicznie nalezy do catego organizmu.” jest niejasna.

Tabela 6: wszystkie angielskie nazwy nie s3 potrzebne.

str. 32, zwrot: ,Niektére publikacje zwracaja uwage na..” jest zargonem, bo to autorzy tych
publikacji zwracajg uwage na cokolwiek w swoich doniesieniach.

Str. 33, odnoénik w tekécie do tabeli jest biedny, bo wykaz badar laboratoryjnych w diagnostyce
stluszczenia watroby jest zawarty w tabeli 7, a nie w tabeli 6, jak podata Doktorantka. Ponadto
w tabeli 7 w piatym wierszu podane s3 wytgcznie angielskie nazwy wymienianych parametréw
diagnostycznych.

Str. 39, odnoénie oznaczania aktywnosci catkowitej ADH, sformutowanie nie jest jednoznaczne:
,Roinice przeksztatcono na aktywno$é wyrazong w U/l wykorzystujac krzywg kalibracyjng podang
przez autoréw metody.” Czy oznacza to, ze wartosci aktywnosci ADH odczytywano z krzywej
kalibracyjnej opublikowanej przez cytowanych autoréw, badz tez sporzadzonej jednorazowo przez
Doktorantke, czy tez do kaidej serii 0znaczer sporzadzano nowg krzywq?

Nie we wszystkich opisach stosowanych metod oznaczen podano temperaturg w jakiej
przeprowadzano reakcje. Czy to oznacza, e dla kaidej serii oznaczen wynosita ona 25°C?

W wielu miejscach pojawia sie sformulowanie, te ,wykazano istotnie/znamiennie statystyczng
réznice” pomiedzy badanymi grupami (np. pomiedzy wartoéciami aktywnoéci ADH). Moina
Jwykazaé istnienie réinic istotnych statystycznie”.

Podajac wartoéci liczbowe powinno sig podawa¢ je wedtug polskich wytycznych, a mianowicie np.
»4,5”, nie ,4.5".

Str. 47, dla wartoéci aktywnoéci catkowitej ADH réznice miedzy grupami chorych a grupg kontrolng
s istotne statystycznie, a p<0,001 (Tabela 8), a nie jak podata Doktorantka p<0,05.

Str. 62, wedtug tabeli 11 warto$¢ NPV dla catkowitej ADH wynosi 69,85%, a nie 69,83%.

W kilku miejscach brakuje odnosnikéw pismiennictwa: str. 11, w. 2g; str. 24, w. 5g, 10g, 21g i 25g;
str. 34, w. 12g; str. 34-35, w. 2g, 8g, 15g; str. 57, w. 4g.

W podsumowaniu ,Dyskusji” (strona 63) Doktorantka skupita si¢ na ocenie przydatnosci klinicznej
ADH |, ADH Il i catkowitej ADH jako markeréw alkoholowego stiuszczenia watroby. Szkoda, ze
pominela ocene przydatnosci klinicznej w. w. parametréw w diagnozowaniu niealkoholowego
sttuszczenia watroby.
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e W pracy znalazio sig tez troche literowek, skrétow myslowych, niezrecznosci jezykowych, btedéw
stylistycznych i interpunkcyjnych, co jednak nie przeszkadza w zrozumieniu sensu przedstawianych
tresci i nie wptywa na wartos¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka umiejetnie zorganizowata swoj warsztat badawczy,
wykazata sie duzg pracowitosciq i starannoscig w opracowaniu uzyskanych wynikéw, wykonata bardzo
wiele oznaczen, ktére pozwolity na osiggnigcie wszystkich zakfadanych celow. Przeprowadzone
badania sg warto$ciowe i daty podstawg do wyciagniecia trzech najwazniejszych wnioskow:

1. Wyisza catkowita aktywnos¢ dehydrogenazy alkoholowej oraz izoenzyméw ADH | i ADH II
w surowicy krwi pacjentéw z alkoholowym i niealkoholowym sttuszczeniem watroby jest wynikiem
uwalniania tych izoenzymdw ze sttuszczeniowo zmienionych komdrek watroby.

2. Wyisza aktywnos¢ ADH Il w surowicy krwi pacjentéw z alkoholowym sttuszczeniem watroby,
w poréwnaniu z pacjentami z niealkoholowym sttuszczeniem watroby, spowodowana jest
uwalnianiem tego izoenzymu z toksycznie uszkodzonych przez alkohol hepatocytéw i przemawia za
alkoholowg etiologig choroby.

3. Najwyzsza przydatnosc¢ diagnostyczng w sttuszczeniu watroby wykazuje izoenzym klasy | ADH, co
stwarza mozliwo$¢ jego zastosowania w diagnostyce zarowno alkoholowego, jak
i niealkoholowego sttuszczenia watroby.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska catkowicie spetnia wymagania ustawy o stopniach
naukowych i przedstawiam Radzie Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani mgr Blanki
Wolszczak-Biedrzyckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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