Prof. dr hab. n. farm Zofia Dzierzewicz Gliwice, dnia 12.07.2018

Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza Krzysztofa Wrdébla
pt. ,,Zmienno$¢ wybranych wskaznikow fizjologicznych osocza krwi na modelu mysim
zjawiska analgezji, generowana alkoholem etylowym”.

Praca zostata wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Bozeny Witek, profesora UJK w

Kielcach. Badania zostaly przeprowadzone na 48 samcach 8-tygodniowych myszy linii
Swiss-Webster pochodzacych z Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat Polskiej Akademii
Nauk w Jastrzgbcu k/ Warszawy. W oérodku tym od ponad 30 lat prowadzona jest selekcja
myszy w kierunku wysokiej (HA) i niskiej (LA) analgezji postresowej. Eksperyment
Doktoranta trwat 21dni, projekt eksperymentu uzyskat zgode Komisji Bioetyki dzialajacej
przy Swictokrzyskiej Izbie Lekarskiej w Kielcach w 2014 roku.
Przedstawiona do recenzji dysertacja ma uktad standardowy. Maszynopis rozprawy, napisanej
w jezyku polskim, liczy 182 stron tekstu z wkomponowanymi tabelami (31) i rycinami (23).
Zagadnienia zwigzane z tematem zostaly w sposob prawidlowy uporzadkowane i fachowo
omowione w siedmiu glownych rozdziatach podzielonych na podrozdziaty.

Rozdzial zatytutowany Wstep liczy 57 stron wydruku komputerowego i sktada si¢ z sze$ciu
podrozdziatdbw. Na o$miu stronach pierwszego jego podrozdzialu scharakteryzowane
zostaly fizyczno-chemiczne i biologiczne wiasciwosci etanolu, jego metabolizm na czterech
szlakach jego przemian wraz z ich lokalizacja, omdéwiono réwniez neurotoksyczny wplyw
oddzialywania alkoholu na osrodkowy i obwodowy uktad nerwowy. Autor w sposob trafny i
rzeczowy wpisuje sie do dyskusji na temat czy uzaleznianie od alkoholu jest choroba czy nie.
Odnosi si¢ rowniez do wplywu alkoholu na organizm w aspekcie toksycznym. Objasnia, iz
destrukcyjny wplyw etanolu na organizm ujawnia si¢ po kazdej ilo$ci spozycia, bowiem
dochodzi do stresu oksydacyjnego zwigzanego z pojawieniem si¢ jego biochemicznych
metabolitow w wyniku jego przemian. Oczywiscie, sila niszczgca alkoholu jest
proporcjonalna do ilo$ci spozytego alkoholu. Z punktu mojej wiedzy reklama o
umiarkowanym picia alkoholu, jako ,,sposobu zapobiegania chorobom serca” zwigzana jest z
celami komercyjnym a nie wynika z badan naukowych. Dlatego w pelni popieram
stanowisko Swiatowej Organizacji Zdrowia, ktora zaleca catkowita abstynencje. Stoi bowiem
na stanowisku, ze nawet umiarkowane picie nie jest dobre dla zachowania dobrego zdrowia i
sprawnosci umystowej. Od XVI wieku historia dokumentuje wykorzystywanie alkoholu do
otrzymywania nalewek, wyciggéw 1 ekstraktéw z surowcow roslinnych. Roztwory te
stosowano wewnetrznie 1 zewngtrznie, niektdére z nich, wlasnie celem zmniejszenia
dolegliwosci bolowych.

Powszechna opinia, ze wrazliwo$¢ na bdl jest kwestia tylko i wylacznie naszych
predyspozycji genetycznych okazuje sie by¢ bledna. Naukowcy z londynskiego King’s
College obalili t¢ teze poprzez badania przeprowadzone na parach blizniagt. Okazato sie, ze
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istnieje mozliwos¢ modyfikowania odpornosei na bol. Koniec XVIII i poczatek XIX wieku
zapisaly sie odkryciem substancji chemicznych, ktére dokonaty zasadniczego przetomu w
walce z cierpieniem  ludzkim, zwlaszcza podczas wykonywania zabiegow
operacyjnych. Zwrécono uwage na gaz rozweselajacy, chloroform, eter oraz alkohol. Dlatego
alkohol mozna uznaé za pierwotny i powszechny analgetyk, tak jak Doktorant uwaza i
jednoczesnie podkresla, ze ten fakt byt dla Niego inspiracja do pojgcia badan w tym kierunku.

Drugi jedenastostronicowy podrozdzial jest skoncentrowany na zjawisku bélu, na
czynnikach go wywolujgcych w tym substancjach chemicznych tzw. bélorodnych,
receptorach czucia bélu i mechanizmach jego ujawniania. Doktorant podaje pewnej krytyce
definicje bolu zaproponowang w 1979 roku przez Migdzynarodowe Towarzystwo Badania
Bolu twierdzgc, ze zjawisko bdlu nie jest precyzyjnie zinterpretowane jako fenomen
fizjologiczny. Mnogo$¢ prowadzonych badan przyblizy nas do poznania tajemnicy bdlu 1
pozwoli, w oparciu o nowe fakty naukowe, zdefiniowac¢ten fenomen fizjologiczny.
Doktorant koncentruje si¢ na podtozu biochemicznym bélu i stusznie, bowiem reakcje
stresowe sa zwigzane nie tylko pobudzeniem informatycznym ale i rtéwniez energetycznym.

Krotki (dwustronny) trzeeci podrozdzial poswiecony jest selekcji. Autor nawigzuje do
selekcji naturalnej oraz selekcji rozumianej jako wybdr zwierzat o okreslonych cechach
rozrodu, ktérego skutkiem jest zmiana frekwencjialleli i genotypéw w nastepnych
pokoleniach. Jednym z takich rodzajow kierunkowej selekcji okazala si¢ selekcja
zaprogramowana w celu zwigkszenia i zmniejszenia wrazliwosci bolowej jako fenotypowej
cechy typowo fizjologicznej. Jej skutkom po$wigcona zostata tematyka pracy Doktoranta.

Czwarty podrozdzial zostal podzielony na siedem podpodrozdzialow, bowiem tyle
wskaznikéw metabolicznych w osoczu krwi byto analizowanych przez Autora. Wybrano
albuminy, biatko calkowite, bilirubing, cholesterol oraz glukozg, kreatyning i
triacyloglicerole. Analizowano réwniez frakcje cholesterolu LDL i HDL. Ustosunkowano si¢
kazdorazowo do domniemywanej celowosci pomiaru okreslonego parametru.

Autor badal w osoczu takze aktywnos$¢ osmiu enzymow. W piatym podrozdziale
scharakteryzowano wybrane enzymy pod katem ich roli w metabolizmie komérkowym,
narzgdowym niezbednym do prawidlowego funkcjonowania organizmu, podano
konsekwencje zdrowotne uwarunkowane ich niedoborem.

Ostatni podrozdzial (szésty) wstepu, zatytulowany ,Elektrolity osocza krwi” zostal
poswiecony makroelementom takich jak: fosfor, wapn, magnez, chlor, potas, séd, ktére pelnig
wiele zadan w organizmie, a ich niedobory moga wigzaé¢ si¢ nie tylko z przewleklym
oslabieniem, ale przede wszystkim z bardzo powaznymi problemami zdrowotnymi. Réwniez
zaktocenie gospodarki Zelaza moze mie¢ powazne skutki zdrowotne. Stwierdzono, ze alkohol
moze generowaé pewien regulacyjny system na osi hepcydyna-ferroportyna doprowadzajacy
do nadmiernej absorpcji zelaza z przyjmowanego pokarmu, co skutkuje duza jego kumulacja
w watrobie. Wydaje si¢, ze w przyszlosci badanie powigzan migdzy obiegiem zelaza
hemowego 1ijonowego moze by¢ skutecznym sposobem na powigkszenie wiedzy o
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molekularne podstawy homeostazy zelaza. Stuszng decyzjg Doktoranta bylo réwniez
pochylenie nad badaniem stgzenia mleczanu w osoczu. Doktorant cytuje najnowsza
publikacje Ferguson i wsp. z 2018, w ktorej autorzy odnosza sie do metabolizmu mleczanu w
kontekécie historycznych bledéw interpretacyjnych i przedstawiaja uzasadnienie
wspdtczesnego podejscia do jego roli w organizmie.

Wstep jest wartosciowym wprowadzeniem do zagadnien sformulowanych w temacie pracy.
Czgs¢ teoretyczna prezentuje skondensowang i przejrzysta forme informacji pozwalajaca
przeprowadzi¢ czytajacego przez kolejne zagadnienia zwigzane z wynikami i ich
interpretacja.

Rozdzial 2. -2 strony- Cel i zalozZenia pracy. W tej czgsci Autor odniost sie do wrazliwosci
bolowej w kontekscie medycyny, wyjasnia, ze badanie réznic na bodzce bélowe u cztowieka
jest zlozone ze wzgledu na wielo$¢ czynnikéw jakie maja wpltyw na to zjawisko. Poza tym
prowadzone z udzialem ludzi badania sugeruja, ze w odczuwaniu bolu czesto w wickszym
stopniu decyduja czynniki psychologiczne, a ich potencjat bywa silniejszy niz czynniki
somatyczne. Natomiast w badaniach na zwierz¢tach mozna pomina¢ aspekt psychologiczny i
rozpatrywa¢ wylacznie osobnicze réznice, decydujace o wrazliwosci bolowej. Dlatego
Doktorant wybrat model mysi do realizacji celu pracy, polegajacy na pozyskaniu mysiego
modelu analgezji w postaci dwoch genetycznych linii myszy HA (high analgesia ) i La (low
analgesia). Celem pracy bylo ustalenie czy zréznicowane droga selekcji zwierzeta w kierunku
wysokiej i niskiej analgezji beda r6zni¢ si¢ stezeniem i aktywnoscig badanych wskaznikéw
fizjologicznych w ich osoczu oraz czy reakcja w postaci ewentualnych zmian badanych
wskaznikéw osoczu krwi zwierzat przyjmujacych etanol bedzie zréznicowana w zaleznosci
od ich wrazliwosci bélowej.

Rozdzial 3. Materialy i metody (-7 stron-), zawiera dokladny opis przebiegu testowania
myszy, toku eksperymentu oraz metod oznaczania wybranych fizjologicznych wskaznikéw
w osoczu krwi w tym: dziewieciu metabolitoéw, o$miu enzyméw i o$miu elektrolitow. Do
poszczeg6lnych metod analizy podano materiaty zrédlowe.

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw prowadzono przy wykorzystaniu programu
statystycznego SPSS STATISTICS 24.

Rozdzial 4. Zestawienie i omoéwienie wynikéw — przedstawiono na 31stronach, ktore
zawiera 31 tabel w tym 23 z nich prezentuje dane w odniesieniu do pojedynczych badanych
metabolitow, enzyméw i elektrolitow. W trzech tabelach 24, 25, 26 podano odpowiednio
zbiorcze zestawienia analizy wariancji dla metabolitéw, enzyméw i elektrolitow. W ostatnich
pigciu tabelach (27-31) zestawiono wartosci wspotezynnikéw korelacji miedzy wybranymi
metabolitami, enzymami i elektrolitami. W tym rozdziale zamieszczono réwniez 23 wykresy
ze zmianami badanych parametréw w osoczu wyrazonych w procentach.

Przeprowadzona przez Doktoranta analiza statystyczna otrzymanych wynikéw
charakteryzowata si¢ w wigkszosci przypadkéw bardzo niskg wartoscig poziomu istotnosci,
mniejszg lub réwng od p < 0,01, chociaz zwykle przejmuje si¢ nawet wyzszg warto$é p <
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0,05, ktdra jest akceptowalng w badaniach. Warto$¢ p < 0,01 o silnych dowodach, ktére
upowazniajg do odrzucenia hipotezy zerowe;j.

Z osmiu przebadanych metabolitdw, trzy z nich: albumina, biatko catkowite, glukoza nie byty
zréznicowane zaréwno w obu liniach genetycznych HA i LA ale takze alkohol nie zmienit ich
istotnie istniejgcych relacji ilosciowych. W odniesieniu do cholesterolu i jego frakcji (LDL i
HDL) ujawnity sie istotne réznice zaréwno migdzy grupami kontrolnymi myszy o wysokiej i
niskiej analgezji, stwierdzono tez réznice pomiedzy grupami myszy przyjmujacymi etanol w
grupie LA, natomiast réznice nie pojawily sie w grupie myszy HA. W przypadku obu frakcji
cholesterolu HDL i LDL potwierdzono zréznicowanie miedzy myszami grup HA i LA,
natomiast etanol nie wptywat na zmiany stezenia w obu tych frakcji ani w obrebie grupy HA
ani grupy LA. Osobniki grupy genetycznej HA miaty wyzsze wartosci kreatyniny wobec
myszy z grupy genetycznej LA. Myszy grupy HA, ktérym podawano etanol wykazaly
podwyzszenie st¢zenia kreatyniny wobec osobnikéw kontrolnych tej grupy. Myszy HA
charakteryzowaly si¢ nizszym stezeniem triacylogliceroli wobec osobnikéw grupy LA.
Jednoczesnie przyjmowany etanol spowodowal wzrost stezenia TAG ale jedynie u osobnikow
grupy HA. W grupie myszy LA nie ujawnily si¢ pod tym wzgledem statystyczne réznice.

Z o$miu badanych aktywnosci enzyméw dwa z nich, fosfataza alkaliczna i lipaza, nie
wykazy zréznicowania aktywno$ci na kazdym badanym poziomie czyli zaréwno wobec
kontroli jak i wplywu alkoholu. Pozostate enzymy aminotransferaza alaninowa i
asparaginianowa, cholinesteraza, dehydrogenaza mleczanowa wykazaly zréznicowanie
genetyczne migdzy kontrolami. Pozostale dwa enzymy gamma glutamylotransferaza oraz
kinaza kreatynowa oprécz zréznicowania kontroli HA i LA ujawnily dodatkowe
zrdznicowanie. Kinaza kreatynowa w grupie myszy LA wykazata istotne zrznicowanie tego
enzymu, stwierdzono zmniejszenie jej aktywnosci w stosunku do wartosci kontrolnych.
Wielos¢ zmian dla gamma glutamylotransferazy odnotowano w grupie HA, wpltyw alkoholu
spowodowat zwigkszenie aktywnogci natomiast a grupie LA podawanie etanolu skutkowalo
zmniejszeniem aktywnosci.

W ramach elektrolitbw nie odnotowano zmian stezenia  badanych jonéw w ramach
adekwatnych grup kontrolnych HA do LA réwniez alkohol nie wplywal na ich wielkosé w
obu badanych grupach.

Analiza wariancji dla badanych metabolitow wskazala statystyczne rdznice miedzy grupami
genetycznymi HA i LA w odniesieniu do bilirubiny i cholesterolu calkowitego z jego frakcji
HDL i LDL, kreatyniny i triacylogliceroli. W przypadku kreatyniny i triacylogliceroli
zréznicowanie dotyczylo réwniez wplywu etanolu w odniesieniu do poziomu kreatyniny i
triacylogliceroli (grup K/A).

W odniesieniu do grupy badanych o$miu enzymow sze$S€¢ z nich wykazywalo istotne
statystyczne réznice miedzy grupami. Nie stwierdzono tego efektu dla fosfatazy alkalicznej i
lipazy.



Zbiorcze zestawienie analizy wariancji dla badanych elektrolitow osocza krwi nie wykazato
istotnego zréznicowania stezenia badanych elektrolitow miedzy grupami genetycznymi i
grupami osobnikéw przyjmujacych alkohol.

Kolejnym etapem bylo poszukiwanie wartosci wspotezynnikow korelacji migdzy wybranymi
metabolitami, enzymami i elektrolitami (tabele 27-31). Wyliczone wspotezynniki korelacji
migdzy albuming, bilirubing, kreatyning glukozg i bialkiem wskazal na istnienie zwiagzku
tylko miedzy bilirubing i glukoza.

Warto$¢ wspotczynnikow korelacji Pearsona mi¢dzy catkowitym stezeniem cholesterolu ze
stezeniem jego frakcji HDL i LDL okazala si¢ istotna. Réwniez istotng okazata si¢ wartogé
tego wspdtczynnika dla HDL do DL,

W ramach wartosci wspotczynnikéw korelacji Iy dla aktywnoéci enzyméw 0sS0CZa, W tym
fosfatazy  alkalicznej, aminotransferazy alaninowej, asparaginianowej i gamma
glutamylotransferazy, wysokie wartosci stwierdzono jedynie dla aminotransferazy alaninowej
i asparaginianowe;j.

Wartosci wspotezynnikéw Pearsona dla wybranych metabolitéw, enzymow i elektrolitow w
tym cholinoesterazy, kinazy kreatynowej, mleczandw, dehydrogenazy mleczanowej, lipazy
(tabela 30) wskazuja, ze istotne okazaly sie¢ zaleznosci miedzy kinazg keratynowg oraz
dehydrogenazg mleczanowa. Wykazano tez ujemna korelacje migdzy aktywnoscig
cholinesterazy a stezeniem mleczanéw oraz aktywnoscig lipazy i kinazy kreatynowej.

Wartosci wspétczynnikow korelacji ry, miedzy elektrolitami w osocz krwi badanych myszy:
wapn, chlor, zelazo, potas, magnes, sod, fosfor okazaly sie istotne miedzy chlorem a
magnezem, chlorem a sodem, zelazem a sodem oraz magnezem a fosforanami.

Pigty rozdzial to Dyskusja wnikliwa liczaca 30 - stron odnoszaca si¢ do 25 (9 metabolitow,
+8 enzymow +8 elektrolitow) wybranych wskaznikéw osocza krwi. Mnogosé stron dyskusji
wynika nie tylko z ilosci przebadanych sktadnikéw osocza ale przede wszystkim z bardzo
wnikliwej interpretacji ujawnionych jak i nie ujawnionych zmian ilosciowych wynikajacych
ze zrbznicowania stopnia analgezji i reakcji poalkoholowej. Doktorant bardzo skrupulatnie
odnosi swoje wyniki do najnowszych danych literaturowych Nalezy z cata moca podkreslié,
ze w dyskusji Doktorant bardzo Czgsto powoluje si¢ na publikacje z ostatnich dwéch lat,
stwierdzilam 35 pozyc;ji: Tapia-Rojas et al. 2017, Raghav i Ahmad 2018, Naldi et al. 2017,
VerPlank, Goldberg 2017, Goldberg 2018, Fujiwara et al. 2017, Bowen i et al. 2018, Norris
et al. 2018, Huynh-Do et al. 2018, Sondergaard et al. 2017, Niswender . et al. 2018, Ekici et
al. 2018, Lee et al. 2018, Prado et al. 2017, Haarhaus 2017, Fodor et al. 2017, Pasala i
Carmody 2017, Karpen 2017, Sheridan i Logomarsino 2017, Bxkgaard, Nielsen et al. 2017,
Suni et al. 2017, Tang 2017, Vallee et al. 2018, Ellison, Felker 2017 Schmidt, Peyronnet
2018, McDonough, Youn 2017, Hoorn Ellison 2017, Giorgi et al. 2018, Reid et al. 2017,
Wimalawansa et al. 2017, Zaidi et al. 2018, Chandran et al. 2017, Peng i Uprichard 2017,
Kunutsor 2017, Von Haehling et al. 2017, Rocha et al. 2018, Saru et al. 201 7, Kolnagou et al.
2018.



Szésty rozdzial to Uwagi ogédlne, w moim odczuciu jest to dyskusja nad tematyka bdlu.
Doktorat twierdzi w oparciu o otrzymane wyniki i swoje przemyslenia, ze bol jest zjawiskiem
generujgcych zwiekszone zapotrzebowanie energetyczne niezbgdne dla realizacii przebiegu
reakcji bolowej. Podzielam to stanowisko Doktoranta, réwniez zgadzam si¢ z tym, ze bl jest
zjawiskiem zakl6cajacym biochemiczna homeostaze organizmu wprowadzajac go w stan
stresowy. Jezeli organizm nie potrafi opanowaé i zlikwidowaé reakcji stresowej  jako
odpowiedzi na urazowe uszkodzenie, moze nastapié jego wyczerpanie. Nalezy mieé jednak na
uwadze fakt, ze b6l ma tez pozytywng strong bowiem ostrzega, kiedy co$ ztego dzieje si¢
W organizmie.

Odnosz¢ wrazenie, ze wybrany temat przez Doktorantke, byt zgodny z Jego
zainteresowaniami, wiedzg i umiejetnosciami, bowiem potwierdzit we wstepie w dyskusji i
uwagach ogdlnych, ze lubi poszukiwac, zestawiaé i analizowaé. 7 calym przekonaniem
stwierdzam, ze Biochemia kliniczna dla lekarza stomatologii Krzysztofa Wrébla jest pasja
naukowa. W pracy naukowej liczy si¢ pasja, poniewaz ona skutkuje efektywnoscig w pracy
badacza.

Po rozdziale Dyskusja, Doktorant formuje 8 wnioskéw . Wnioski te sg stawiane na podstawie
uzyskanych wynikéw, Nalezy doda¢, ze kazdy z wnioskéw znajduje swoje odzwierciedlenie
W przedstawionych wynikach i koresponduje z zadaniami czastkowymi zawartymi w Celu i
zalozeniu pracy. Mam pytanie: czy wysuniete wnioski szczegblowe pozwalaja na
sformulowanie wniosku »»080lnego” — zwanego réwniez wnioskiem nadrzednym?

Doktorant w swej dysertacji korzystal z ponad 400 pozycji literaturowych w wiekszosci
anglojezycznych. W spisie literatury znalazty si¢ pozycje publikowane poczawszy od lat
osiemdziesigtych ubiegtego wieku (a nawet wczesniejsze prace klasyczne ) aZ po najnowsze z
ostatnich lat. Zebrane zrodia obejmujg problemowo catoksztatt podjetego tematu Zwigzanego
z bolem, analgezja i rolg etanolu w tych procesach. Ten bogaty i wszechstronny wybér
piSmiennictwa pozwala czytelnikowi na usystematyzowanie wiedzy nim przejdzie do czesei
wynikowe;j.

Liczebnos$é pozycji literaturowych nie powinno zmuszaé Autora do powiekszania ilogci przez
duplikacje zrédla, pozycji (strona 174 Witek B. Kolataj A. 2012).

Rozprawa jest zakonczona streszezeniem W jezyku polskim i angielskim.

W podsumowaniu pragne podkresli¢ ogrom wlozonej przez Doktoranta pracy w
przygotowanie Rozprawy. Uzyskane wyniki sg unikalne i wartosciowe, cickawie
zinterpretowane pod katem ich znaczenia ilosciowego, jakosciowego oraz przydatnosci w
ewentualnej terapii.

Z wielka przyjemnoscig wnioskuje réwniez do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o wyr0znienie pracy lekarza Krzysztofa Wrébla, poniewaz cechuje ja:

* aktualnos¢ tematyki zZwigzanej z procesem bélu i zjawiskiem analgezji,



* przedstawione argumenty, w pelni uzasadniajg celowo$¢ podjetych badan,
¢ merytoryczny sposéb przeprowadzenia badan,

e trafnos¢ interpretacji uzyskanych wynikéw na tle bogatego i aktualnego pigmiennictwa
naukowego.

® poprawnos¢ jezyka naukowego.

Pozwolg sobie jeszcze stwierdzi¢, iz w mojej opinii lekarz Krzysztof Wrébel posiada
ugruntowang wiedz¢ i przygotowanie zawodowe pozwalajace mu prowadzié projekty z
zakresu Biochemii Klinicznej.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszystkie warunki
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art.13 Ustawy o stopniach i tytutach naukowych
z dnia 14 marca 2003 roku i wnoszg o dopuszczenie rozprawy doktorskiej przygotowanej
przez lekarza stomatologii Krzysztofa Wrébla do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Stawiam jednoczesnie wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej przez Rade Wydzialu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Eodzi.

Gliwice, dnia 12.07.2018



