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Recenzja

rozprawy doktorskiej lek. Joanny Piechoty na temat:

» Przydatno$¢ diagnostyczna oznaczen dehydrogenazy alkoholowej (ADH) 1 jej
izoenzymow oraz dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) w cholestazie

cigzarnych”.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska w oparciu o cykl publikacji
naukowych w dziedzinie nauki medyczne i nauki o zdrowiu zostata przygotowana w formie
wydruku obejmujacego 56 stron w uktadzie typowym dla tego typu prac, zawierajacego
wykaz uzytych w pracy skrotow, wstep, zatozenia i cel pracy, opis materiatlu badawczego i
zastosowanej metodologii badan, opis wynikéw badan, dyskusje, wnioski, pismiennictwo,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz zatagczone publikacje wraz z oswiadczeniami
wspotautorow. Niniejsza rozprawa powstata w oparciu 0 publikacje dwoch prac oryginalnych:
,,The alterations in alcohol dehydrogenase activity in the sera of women with intrahepatic
cholestasis of pregnancy” opublikowanej w czasopismie Anticancer Research oraz ,, The
comparision of total bile acid concentration and alcohol dehyfrogenase activity as markers of
intrahepatic cholestasis of pregnancy” opublikowanej w Acta Biochimica Polonica. Trzecia
publikacja wlaczong do rozprawy byta praca przegladowa pt. ,, Intrahepatic cholestasis in
Pregnancy — Review of the literature”, ktora ukazata si¢ w Journal of Clinical Medicine.
Laczna warto$¢ Impact Factor publikacji wiaczonych do rozprawy doktorskiej wynosi: 8,870
oraz 280 punktow MNISW.



Wybor tematu jest trafny, dotyczy bowiem wewnatrzwatrobowej cholestazy
ciezarnych (ICP), ktora stanowi najczgstsza odwracalng chorobe watroby $cisle powigzang z
cigzg. Czestos¢ wystepowania ICP w ostatnich latach spada, niemniej w krajach Europy i
Ameryki Polocnej nadal wynosi pomigdzy 1-2%. Choroba samoistnie ust¢puje po
rozwigzaniu, ale w kolejnych cigzach (45-90%) zwykle ujawnia si¢ ponownie, przybierajac
bardziej nasilong posta¢. Wewnatrzwatrobowa cholestaza cigzarnych po raz pierwszy zostata
opisana przez Ahlfelda w 1883 roku. Do zaburzen czynnosci watroby w ICP dochodzi
najczesciej w trzecim trymestrze cigzy, czesciej chorujg kobiety starsze i w cigzy mnogiej.
Istote¢ choroby stanowig zaburzenia w przemieszczaniu sktadnikow zoétci od podstawno
bocznej czgsci hepatocytu do jego bieguna zotciowego. Wiele zwigzkow (hormony, cytokiny,
leki, endotoksyny) moze wptywac na zaburzenie transportu w hepatocycie, zaburza¢ transport
sroédkomorkowy 1 zwigksza¢ przepuszczalno$¢ ztacz miedzykomorkowych, czego efektem
jest pojawienie si¢ sktadnikow zotci we krwi obwodowe;j. Etiologia ICP jest wieloczynnikowa

z udziatem zaburzen hormonalnych, genetycznych oraz srodowiskowych.

Rozpoznanie cholestazy cigzarnych opiera si¢ na obecnosci:
=  Swiadu
* Podwyzszonych wartosci kwasow zolciowych w surowicy krwi (>10 pmol/l) oraz
aminotransferaz: asparaginianowej, alaninowej i vy-glutamylotranspeptydazy
(AspAt, AlAt i GGTP)
» Spontanicznego ustgpienia objawoéw w ciggu 2-3 tygodni po porodzie

= Braku innych choréb powodujacych §wiad 1 zottaczke

Biopsja watroby ani badanie histopatologiczne nie jest elementem diagnostycznym
koniecznym dla postawienia rozpoznania. Swiad bez wysypki skornej zwykle rozpoczyna sie
w drugim lub trzecim trymestrze cigzy (po 30 tygodniu), nasila si¢ zazwyczaj w nocy, ma
charakter rozlany i czesto obejmuje wewngtrzne powierzchnie dioni oraz podeszwowe
powierzchnie stop. Najwieksza nieprawidlowoscia laboratoryjng w ICP jest wzrost stezenia w
surowicy kwasoéw zolciowych (BA), ktéry moze by¢ pierwsza i jedyna nieprawidtowos$cia
laboratoryjng.  Stezenie kwasu cholowego zwigksza si¢ bardziej niz kwasu
chenodeoksycholowego, powodujac  znaczne  podniesienie  stosunku  kwasu
cholowego/chenodeoksycholowego w porownaniu do kobiet w cigzy bez ICP. Zwykle za
punkt odcigcia dla wartosci nieprawidtowych przyjmuje si¢ st¢zenie przekraczajace 10

umol/l. Uznaje si¢, ze stg¢zenie BA wyzsze niz 40umol/l pozwala rozpozna¢ cigzka postaé



ICP zwigzang z ryzykiem porodu przedwczesnego, obecnoscig zielonego plynu
owodniowego, porodu operacyjnego i niskiej oceny noworodka w skali Apgar (<7pkt).

Czeg$¢ autorow uwaza, ze najczulszym ze standardowych badan jest oznaczenie
aktywnosci AlAt (60- 85%), inni autorzy za patognomoniczne uwazaja nieprawidtowe
warto$ci (4-krotny wzrost) fosfatazy alkalicznej (60%) i bilirubiny (14%). Fosfataza
alkaliczna jest markerem o niskiej wartosci diagnostycznej ze wzgledu na jej produkcj¢ przez
tozysko i kosci. Stgzenie aminotransferaz (AspAt, AlAt) moze by¢ podwyzszone 2-10-krotnie
u pacjentek ze $wigdem, natomiast stezenie y-glutamylotranspeptydazy (GGTP) moze by¢
podwyzszone lub prawidlowe u polowy pacjentek z ICP. Jak wida¢, nie istnieje idealny
marker, ktory pozwalalby nam na stosunkowo wczesng i precyzyjna diagnostyke cholestazy
ci¢zarnych, stad potrzeba dalszych badan, ktory daja nadziej¢ na znalezienie takiego
czynnika, co zostato skwapliwie zauwazone przez autorke pracy.

Cholestaza stanowi problem medyczny przede wszystkim ze wzgledu na
zagrozenia dla ptodu. Etiologia powiktan u ptodu zwigzanych z ICP jest stabo poznana, ale
uwaza si¢, ze wynika ze zwigkszonego przeplywu kwasow zotciowych do krazenia
ptodowego, jak wskazuje na to podwyzszony ich poziom w ptynie owodniowym, w surowicy
krwi pgpowinowej i smotce. Postgpowanie poloznicze obejmuje: zmniejszenie objawow i
zaburzen biochemicznych u matki oraz zminimalizowanie ryzyka zagrozenia ptodu, porodu
przedwczesnego 1 naglej $Smierci ptodu. Proponowano wiele strategii dla poprawy wynikow
potozniczych i chociaz nie znaleziono idealnego sposobu nadzoru nad ptodem w ICP, $ciste
monitorowanie jego stanu jest zalecane we wszystkich przypadkach (KTG, USG oraz liczenie
ruchow plodu przez cigzarng).

Cigzarna z rozpoznang ICP powinna by¢ niezwtocznie hospitalizowana oraz poddana
Scistej diagnostyce i intensywnemu leczeniu. Celem leczenia farmakologicznego w ICP jest
zmniejszenie objawow u matki oraz poprawa wynikéw potozniczych. Podstawowym lekiem
stosowanym w terapii cholestazy ci¢zarnych jest kwas ursodeoksycholowy, ktory nalezy do
naturalnie wystepujacych hydrofilowych kwasow zolciowych; u ludzi stanowi ok. 3% calej
puli kwasow zolciowych. Stosowany jest z pozytywnym efektem w leczeniu pierwotnej
marsko$ci zotciowej 1 innych zaburzen cholestatycznych. Lek ten jest dobrze tolerowany
przez cigzarne. Mechanizm dziatania leku wydaje si¢ polega¢ na wypieraniu hydrofobowych
endogennych soli kwaséw zolciowych z catej puli, chronigc tym samym btone komorek
watrobowych przed ich toksycznym dzialaniem. Wzmaga ponadto usuwanie kwasow

z6lciowych z organizmu plodu przez tozysko i chociaz nie wszyscy autorzy znajduja



uzasadnienie do stosowania UDCA w cholestazie ci¢zarnych, badania z wielu innych

o$rodkow pozwalaja uznac¢ kwas ursodeoksycholowy za lek z wyboru w farmakoterapii ICP.

We wstepie doktorantka bardzo szczegotowo przedstawia i opisuje klasyfikacje,
miejsca wyst¢powania oraz budowe¢ dehydrogenazy alkoholowej i aldehydowej, ktore
stanowig jej przedmiot zainteresowania w niniejszej pracy. Wspomina réwniez o funkcjach
jakie pelnig w/w enzymy oraz odnosi to do ich znaczenia w diagnostyce chorob watroby.
Wstep zaopatrzony jest tabelg, ktora umozliwia czytelnikowi usystematyzowanie bardzo
duzej ilosci informacji zawartych tekscie. Nastepnie autorka opisuje epidemiologie,
etiopatogeneze oraz Sposoby diagnostyki laboratoryjnej wewnatrzwatrobowej cholestazy
ci¢zarnych. Doktorantka swobodnie porusza si¢ w temacie pracy, potwierdzajgc swoje dobre
teoretyczne przygotowanie. Poprawnie 1 wnikliwie uzasadnia wybdr analizowanych

czynnikow, jakiego to wyboru dokonata przystepujac do badan.

Zalagczona bibliografia (oprocz pismiennictwa wykorzystanego i zamieszczonego w
dotaczonych publikacjach) to 39 pozycji w 2/3 angielskojezycznych, ktore zostaty w petni
wykorzystane i prawidtowo cytowane. Niestety tylko 12 z nich pochodzi z ostatniego 10-
lecia. Doktorantka dobrze potrafi porusza¢ si¢ w cytowanym pismiennictwie i wyszukuje

przydatne w pracy naukowej informacje i doniesienia innych autoréw.

Celem pracy bylo okreslenie profilu izoenzymoéw ADH 1 aktywnosci ALDH w
surowicy pacjentek z ICP i ocena przydatnosci diagnostycznej badanych izoenzyméw w
rozpoznawaniu wewnatrzwatrobowej cholestazy ciezarnych.

Cele szczegotowe pracy zostaty przedstawione krotko, ale bardzo precyzyjnie. Sa
nimi:

1. Oznaczenie aktywnosci dehydrogenazy alkoholowej i jej izoenzyméw oraz
dehydrogenazy aldehydowej w surowicy cigzarnych, u ktérych wystgpita
cholestaza wewnatrzwatrobowa, a nastgpnie poréwnanie ich z grupa kontrolng
sktadajacg si¢ ze zdrowych kobiet ciezarnych i niecig¢zarnych.

2. Poréwnanie uzyskanych aktywnosci analizowanych enzymow ze stezeniem
klasycznego markera wewnatrzwatrobowej cholestazy ci¢zarnych, tj. catkowitych
kwasow zolciowych, a takze aktywno$cig enzymatycznych markerow ICP — AST,

ALT, ALP, GGTP.



Wybor obydwoch celow badawczych w oparciu o przedstawione dane uwazam za
uzasadniony.

Probg¢ badawcza stanowito 80 kobiet w cigzy (zakres wieku 19-40 lat), u ktérych
rozpoznano wewngtrzwatrobowg cholestaze ciezarnych w II lub III trymestrze cigzy
hospitalizowanych w II Klinice Potoznictwa i Ginekologii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego na podstawie badan klinicznych i laboratoryjnych (catkowite st¢zenie kwaséw
z6kciowych, aktywnos$¢ transaminaz). Badang grupg pordownywano z 80 zdrowymi kobietami
w cigzy (w wieku 19-39 lat) w drugim lub trzecim trymestrze cigzy oraz z 40 zdrowymi
kobietami niebedgcymi w cigzy (w wieku 20-42 lata).

Bardzo precyzyjnie okreslono kryteria wiaczenia i wykluczenia do grupy badanej i
kontrolnej. Szczegdétowo zostata rowniez przedstawiona metodologia prowadzonych badan.
Charakterystyka pacjentek zostata przedstawiona w pracach oryginalnych. Projekt zostat
zaakceptowany przez Komisje Bioetyczng (Nr R-1-002/434/2017) Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku.

Zarébwno zakres badan jak i przedstawiong szczegotowo metodologi¢ ich wykonania
uwazam za prawidlowe i wskazuja one na duze zaangazowanie badawcze doktorantki.

Aby zobiektywizowa¢ wyniki badan, doktorantka poddata je analizie statystycznej
stosujagc  odpowiednie metody, na wlasciwym poziomie istotnosci. Dobor metod
statystycznych uwazam za prawidtowy, odpowiedni do zakresu przeprowadzonych badan.

Autorka z przeprowadzonych przez siebie badan wysungta 3 trafne wnioski
odpowiadajace celom badan. Uwazam, ze doktorantka w peini zrealizowata zatozone cele
badawcze. Wnioski wysuniete sg prawidiowo, zgodnie z zastosowang metodologia badan.
Cele pracy uwazam za zrealizowane.

Dyskusja prowadzona jest w sposob usystematyzowany i analityczny, niemniej
stanowi ona dla mnie najstabszy aspekt recenzowanej pracy. Zbyt duza cze$¢ dyskusji
stanowi powtorne omoéwienie etiologii, patogenezy cholestazy ciezarnych oraz wynikow
badan, o ktoérych byta mowa juz wczesniej. Autorka wspomina, ze dotychczas eksplorowano
rozne markery pod katem rozpoznania ICP, nie opisano jednak do tej pory znaczenia
grupie potencjalnych markeréw — sfingolipidach, jednak badania Mikuckiej i wsp. (jak
zauwaza sama autorka) nie sugeruj3, ze mogg one zastgpi¢ oraz maja przewage nad rola
oznaczania kwasow zotciowych w diagnostyce ICP. Doktorantka na koniec dyskusji stusznie
konstatuje, zgodnie z reszta ze szczegdétowo omoéwiong przez siebie przydatnoscia

diagnostyczna dehydrogenazy alkoholowej, iz jej aktywnos¢ catkowita oraz izoformy | w



diagnostyce cholestazy ciezarnych jest zblizona do stosowanych dotychczas oznaczen
kwasow zotciowych oraz aminotransferaz alaninowych i asparaginianowych. Brak mi w tej
czeSci pracy krytycznej analizy, dlaczego warto w takim razie w dalszym ciagu
przeprowadza¢ badania w kontekScie ADH, a nie pozostaé przy oznaczaniu kwasow
z0kciowych czy aminotransferaz. Za duzy plus poczytuje sobie natomiast, bardzo udang
probe, wyjasnienia na poziomie patofizjologicznym otrzymanych rezultatow, zwlaszcza w
artykule opublikowanym w czasopi$mie Anitcancer Research. Summa summarum, dyskusja
podobnie jak poprzednie czeséci pracy jest poprawna i godna uwagi. Autorka sama zauwaza
ograniczenia swoich wynikoéw, co $wiadczy o wysokim poziomie jej wiedzy oraz
kompetencji.

Rola recenzenta, obok odnalezienia pozytywow jest rownie poszukiwanie
niedociggni¢¢ w pracy doktorskiej. Po bardzo doktadnej analizie mam liczne zastrzezenia co
do semantyki oraz gramatyki w przedtozonej mi do oceny dysertacji. Juz na 6 stronie pracy w
podpunkcie ,,Wykaz skrotow” zauwazylem dwa bledy w tlumaczeniu. Zespoét HELLP
przettumaczony jako ,niskie ptytki” oraz /UA jako ,tetnica $rodkowa” uwazam za
niepotrzebnie obnizajace jako$¢ pracy. Na stronie 7 wystepuje btad, gdyz klasa 111 ADH jest
kodowana przez Loci genowe ADH-5 (jak napisano stusznie w tabeli), a nie ADH-4, jak
napisano w tekscie. O licznych btgdach interpunkcyjnych oraz gramatycznych w pracy nie
wspominam, majac na wzgledzie, ze nie jest to praca z kregu nauk humanistycznych. Uwaga
ta, niech pozostanie wystarczajaca. Przegladowa publikacje w Journal of Medicine uwazam
za bardzo warto$ciowsg, podobnie jak dwie pozostate prace autorskie.

Po zapoznaniu si¢ i wnikliwej analizie pracy lek. Joanny Piechoty stwierdzam, ze
spelnia ona warunki okreslone w art. 13 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 pdzn.zm.) i tym samym jest podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora nauk
medycznych, dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Kolegium Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie lek. Joanny Piechoty do dalszych

etapow przewodu doktorskiego
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