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OCENA METODOLOGICZNA I FORMALNA PRACY
Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji dysertacja lek. Kamila Litwinowicza zatytutowana ,,Ocena
produktow zaawansowanej glikacji i mikrobiomu u pacjentéw naduzywajgcych alkoholu” ma
postac¢ cyklu publikacji powigzanych tematycznie. Cykl stanowig 2 publikacje oryginalne oraz
1 publikacja bedaca przegladem systematycznym i metaanalizg:

1. Kamil Litwinowicz, Ewa Waszczuk, Andrzej Gamian. Advanced glycation end-products
in common non-infectious liver diseases: systematic review and meta-analysis. Nutrients

2021 Vol.13 no.10 art.3370

DOI: 10.3390/nu13103370

2. Kamil Litwinowicz, Ewa Waszczuk, Aleksandra Kuzan, Agnieszka Bronowicka-

Szydetko, Kinga Gostomska-Pampuch, Piotr Naporowski, Andrzej Gamian. Alcoholic

Liver Disease Is Associated with Elevated Plasma Levels of Novel Advanced Glycation End-

Products: A Preliminary Study. Nutrients 2022 Vol.14 no.24 art.5266

DOI: 10.3390/nu14245266

3. Kamil Litwinowicz, Andrzej Gamian. Microbiome Alterations in Alcohol Use Disorder

and Alcoholic Liver Disease. International Journal of Molecular Sciences 2023 Vol.24 no.3
art.2461
DOI: 10.3390/ijms24032461

Podkresli¢ nalezy, ze wszystkie prace skladajace si¢ na cykl zostaty opublikowane w
renomowanych czasopismach z listy JCR o wysokich wspéiczynnikach wptywu oraz duzej
liczbie punktéw MEIN o sumarycznej warto$ci IF wynoszacym 19,62 oraz sumarycznej
Punktacji Ministerialnej (pkt MEiIN) wynoszacej 420. Praca bedgca przeglagdem
systematycznym i metaanalizg opublikowana zostata w 2021 roku w czasopi$mie Nutrients
(IF=6,706, 140 pkt MEiN), natomiast dwie prace do$wiadczalne w 2022 roku w Nutrients
(IF=6,706 , 140 pkt MEIN), a ostatnia w cyklu publikacja ukazata si¢ w 2023 roku w
International Journal of Molecular Sciences (1IF=6,208, 140 pkt MEiN).

We wszystkich publikacjach skiadajacych si¢ na cykl, bedacy podstawg rozprawy,
Doktorant jest pierwszym Autorem. Warta podkreslenia jest rowniez pozycja lek Kamila
Litwinowicza jako autora korespondencyjnego we wszystkich publikacjach skitadajacych
si¢ na rozprawe doktorska, co wskazuje na znaczacy i wiodacy udziat Doktoranta zaréwno w
projektowaniu i wykonaniu badan jak i przygotowywaniu manuskryptow wskazanych
publikacji. Jednocze$nie sklad autorski tych publikacji wskazuje na duze wsparcie i
wspoldziatanie zespotu badawczego w realizacji badan, ktorych wyniki zawarte s3 w niniejszej
rozprawie doktorskiej.

Pierwsza publikacja to przeglad systematyczny i metaanaliza opracowana zgodnie z
wytycznymi PRISMA - preferowanych elementow raportowania dla przeglagdow
systematycznych i metaanaliz (ang. Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
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Meta-analyses). Autor przeanalizowal w metaanalizie dane z 11 artykutéw. Kolejne 2
publikacje oryginalne analizujg stgzenia nowoodkrytego podtypu AGE (AGE10) u 65
pacjentéw z alkoholowym zapaleniem watroby oraz w grupie kontrolnej sktadajacej si¢ z 65
0s6b bez istotnych schorzefi (publikacja nr 2 oryginalna) oraz sekwencje 16S rRNA w grupie
122 pacjentéw z AUD, 75 pacjentéw z alkoholowg chorobg watroby (ALD), 54 pacjentéw z
chorobami watroby o innej etiologii oraz w grupie kontrolnej 260 0séb bez istotnych schorzen.

Dysertacja liczy Iacznie z pismiennictwem 92 strony i posiada tradycyjny uktad dla tego
typu rozpraw doktorskich: spis tresci (strona 3), wykaz publikacji stanowigcych prace
doktorskg (strona 4), wykaz zastosowanych skr6tow (strona 5), streszczenie w jezyku polskim
1 angielskim (strony 6-9), wstgp (strony 10-12), cele (strona 13), materiaty i metody (strony 14-
16), wyniki (strony 17-18), pismiennictwo (strony 19-20), publikacje wchodzace w sktad cyklu
(strony 21-82, wnioski (stronie 83), o§wiadczenia wspotautoréw (strony 84-90) oraz notke
biograficzng (strony 91-92). Podsumowujgc, ukltad recenzowanej dysertacji jest zgodny z
normami przyjetymi dla tego typu opracowan.

Rozprawa jednoznacznie wykazuje indywidualny wkiad Kandyda przy tworzeniu
koncepcji, wykonywaniu czeéci badawczej, opracowaniu i interpretacji wynikéw publikacji
naukowych sktadajacych si¢ na cykl publikacji powigzanych tematycznie. Rozprawa spetnia
rowniez kryteria formalne (art.187) Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2020 poz. 85 z pdzn. zm.).

Poprawno$¢ formulowania probleméw, hipotez, zalozef badawczych

Doktorant przejrzyscie i rzeczowo precyzuje w Autoreferacie zatozenia i cel pracy:
okredlenie powigzania klasycznych AGE z alkoholowa choroba watroby,
ocena powigzania AGE10 z alkoholowym zapaleniem watroby,
okreslenie doktadnosci diagnostycznej AGE10 w alkoholowym zapaleniu watroby
zbadanie zaburzen mikrobiomu w zaburzeniu uzywania alkoholu i alkoholowej
chorobie watroby (ALD).
Ponadto formutuje 7 celi szczegétowych, ktére systematyzuja i porzadkuja schemat badawczy
Doktoranta:
1. Ocena powigzania alkoholowego zapalenia watroby ze stezeniem AGE10 w osoczu.
2. Okreslenie zaleznosci pomigdzy wiekiem i plcig a stezeniem AGE10 w osoczu
3. Okreslenie korelacji pomiedzy wyktadnikami uszkodzenia watroby (AST, ALT, bilirubina
i GGTP) a stezeniem AGE10 w osoczu
4. Ocena dokfadnosci diagnostycznej AGE10 w odréznianiu pacjentéw z alkoholowym
zapaleniem watroby od zdrowych
5. Ocena powiazania i doktadnosci diagnostycznej klasycznych typéw AGE z ALD.
6. Ocena zaburzefi mikrobiomu zwigzanych z AUD i ALD.
7. Okreslenie powigzania mikrobowej a-galaktozydazy z ALD.
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Trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejgtnos¢ ich zastosowania

Zatozenia i metody pracy, dobor technik badawczych i analiza uzyskanych wynikéw
nie budzg zastrzezen. Warsztat technik jest wywazony, zapewnia uzyskanie jednoznacznych
wynikéw przy przyjetych metodach walidacji i weryfikacji. Swiadczy o duzej wiedzy
Doktoranta oraz odpowiedzialno$ci naukowej. Dane biologiczno-do§wiadczalne sg starannie
udokumentowane i opisane.

Dobér piSmiennictwa, umiejetno$¢ wykorzystywania zrédel

Pi$miennictwo wskazane w Autoreferacie obejmuje 21 pozycji bezposrednio
zwigzanych z tematyka pracy - sg wlasciwie dobrane i odpowiednio cytowane. Pi$miennictwo
wskazane w poszczegdlnych publikacjach sktadajgcych sie na cykl obejmuje odpowiednio 56,
71 oraz 61 pozycji.

OCENA MERYTORYCZNA PRACY
Temat pracy, trafnos¢ podjetej problematyki badawezej i jej oryginalnos¢

Doktorat podjgt niezwykle wazny, zardwno klinicznie jak i spolecznie, problem
poszukiwania uzytecznego klinicznie markera wspomagajgcego opieke Kkliniczng o0s6b
chorujgcych na alkoholowa chorobg watroby (ALD). Wedlug Swiatowej Organizacji
Zdrowia choroby zwigzane ze spozyciem alkoholu stanowig 10% wszystkich schorzen. W
krajach Unii Europejskiej przyczyna 27% zgondéw ludzi miodych w wieku 15-29 lat jest
alkohol. W Polsce wedlug Panstwowej Agencji Rozwiazywania Probleméw Alkoholowych, 2-
2,5 miliona 0séb naduzywa alkoholu, a okoto 800 tysigcy osob jest uzaleznionych.

Zaburzenia zwigzane z uzywaniem alkoholu (AUD) sa jednym z najbardziej znaczacych
czynnikéw przyczyniajgcych si¢ do globalnego $miertelnoscei i choréb dla ponad 200 choréb, z
ktérych ponad 40 z nich mozna w petni przypisa¢ alkoholowi. Sposréd nich alkoholowa
choroba watroby (ALD) jest najwigkszym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do szkod
zdrowotnych powodowanych przez AUD. Cigzsze postacie hepatopatii alkoholowej obejmuja
alkoholowe zapalenie watroby charakteryzujgce si¢ przetrwalym naciekiem zapalnym w
watrobie oraz marsko§¢, charakteryzujgca si¢ postgpujacym bliznowaceniem tkanki
watrobowej. Badania prowadzone w ciggu minionych 5 lat znacznie zwigkszyly zakres naszego
rozumienia mechanizméw, na drodze ktérych spozycie alkoholu powoduje uszkodzenie
watroby. Pomimo postgpu technologicznego, naukowego i medycznego rozpoznanie i doktadne
okrelenie stopnia zaawansowania ALD  wciaz pozostaje ~wyzwaniem. Mimo
udokumentowanego 2% ryzyka powaznych powiklan, biopsja watroby w polgczeniu z
udokumentowanym nadmiernym spozyciem alkoholu nadal pozostaje zlotym standardem
diagnostycznym ALD. Inwazyjny charakter biopsji watroby wskazal potrzebe opracowania
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nowych, nieinwazyjnych metod dokiadnego okreslenia stopnia zaawansowania ALD.
Identyfikacja 0s6b o zwigkszonym ryzyku progresji do bardziej zaawansowanych stadiéw ALD
moze potencjalnie poméc w opracowaniu nowych i bardziej spersonalizowanych podej$é do
leczenia i zapobiegania ALD. W odpowiedzi na potrzebe poszukiwania skutecznego i
uzytecznego klinicznie markera wspomagajacego wezesne wykrycie AH i w konsekwencji
zapobiezenie nieodwracalnemu uszkodzeniu watroby, bazujgc na ztozonej patofizjologii ALD,
Doktorant podjat si¢ zbadania uzytecznosci klinicznej zmian w mikrobiomie oraz akumulacji
kofcowych produktow zaawansowanej glikacji (AGE) jako potencjalnych czynnikéw
moggcych wspomdc nieinwazyjng diagnostyke zaawaansowania klinicznego ALD. W
kontekscie badania zwigzanego z produktem zaawansowanej glikacji jako drugorzedny cel
Doktorant podjat probg zapewnienia doktadnosci diagnostycznej AGE10 w ALD.

Mocng strong badan przeprowadzonych w ramach prezentowanej rozprawy jest dobrze
zaplanowane badanie, wnikliwe zapoznanie si¢ z dostepng wiedza naukowa w poruszanej
tematyce oraz dbalo$¢ o precyzyjny warsztat naukowo-badawczy. Swiadczy to o dobrym
przygotowaniu Doktoranta do tematyki pracy doktorskiej, przemy$lanym i krytycznym
planowaniu badania, skrupulatnej analizie dostepnych danych literaturowych.

Tak wigc, podjecie tematu badawczego bedacego tematem niniejszej dysertacii
zaowocowato oryginalnymi i ciekawymi wynikami naukowymi istotnie wzbogacajacymi
wiedz¢ naukowa w dyscyplinie.

Uzyskane rezultaty i ich znacznie dla nauki i praktyki

Autor potrafit w bardzo przystgpnej, syntetycznej formie przedstawié catosé
zagadnienia, naswietli¢ cele i przebieg badan.

Przeglad systematyczny i metaanaliza przeprowadzone przez Autora w publikacji nr 1

zostaty wstgpnie zarejestrowane w PROSPERO (CRD4201240954) i przeprowadzone zgodnie
z wytycznymi PRISMA. Doktorant metaanalize przeprowadzit przy uzyciu pakietu meta R na
danych pochodzacych z 11 badan, spetniajacych zatozone kryteria wlaczenia, obejmujacych
dane dotyczace 1844 uczestnikéw (909 z nie-alkoholowa sttuszczeniowg chorobg watroby
(NAFLD), 169 z ALD i 766 zdrowych 0séb z grupy kontrolnej).
Autor zauwazyl i podkreslil, iz tylko pojedyncze badania analizowaty AGE w kontek$cie ich
doktadnosci diagnostycznej. Fluorescencja AGE rozrozniata niskie i umiarkowane sthiszczenie
z AUC. W wyniku przeprowadzonych analiz Autor wykazatl znacznie wyzsze poziomy AGE w
NAFLD i ALD. Krytycznie jednakze wskazal brak istotnych réznic w stezeniu tej AGE
pomigdzy pacjentami z alkoholowa marskoscig i alkoholowym zapaleniem watroby. Zadna z
zakwalifikowanych prac nie uwzgledniata w swoich wynikach doktadnosci diagnostycznej dla
alkoholowej choroby watroby.

W drugiej doswiadczalnej publikacji naukowej Doktorant przeprowadzit badanie
wlasne i wskazal istotnie wyzsze stezenie AGE10 w osoczu pacjentéw z alkoholowym
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zapaleniem, p<0.001). Nie wykazat istotne]j korelacji pomigdzy st¢zeniem AGE10a ALT, AST,
GGTP, bilirubing, wiekiem lub plcig uczestnikow badania. Ponadto, AGE10 wykazal
akceptowalng skuteczno$¢ jako marker diagnostyczny AH — z miarg dobroci i trafnosci modelu
wyrazonego jako pole pod wykresem krzywej ROC (AUC) wynoszacym 0,78. Dla wartoéci
odcigcia czuto$¢ wynosita 75% a swoisto$¢ 72%. Podsumowujge, lek. Kamil Litwinowicz
wykazat iz AH byto zwigzane z podwyzszonym poziomem nowego zaawansowanego produktu
konicowego glikacji AGE10.watroby w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej (odpowiednio
184.5+71.1 pg/mL i 123.5+44.9

W trzecim badaniu stanowigcych cykl publikacji powigzanych tematycznie Autor
analizowal zmiany mikrobiomu, jednego z najwazniejszych czynnikéw wplywajacych na
przebieg na przebieg zaburzen zwiazanych z uzywaniem alkoholu (AUD). Ostatnie postgpy w
bioinformatyce umozliwity Doktorantowi odpowiedni warsztat umozliwiajacy doktadniejsza
charakterystyke zmian w sktadzie mikrobiomu.

Badana populacja skladala si¢ z 122 pacjentéow z AUD, 75 z ALD, 54 z
niealkoholowymi chorobami watroby i 260 zdrowych 0s6b z grupy kontrolnej. Autor wskazat
zmiany w mikrobiomie, ktére byly spdjne w wielu zestawach danych. Do najwazniejszych
zmian nalezy spadek Firmicutes u pacjentéw z AUD i ALD. Nie wykazal istotnych réznic w
poziomie Bacteroidetes, ani w stosunku Firmicutes/Bacteroidetes, stanowigcego czgsto
stosowany wykladnik zdrowej mikroflory. Zmniejszenie proporcji Firmicutes w najwigkszym
stopniu spowodowane bylo przez redukcj¢ w rodzinach Ruminococcaceae, Lachnospiraceae,
Oscillospiraceae i Butyricicoccaceae, ktére zawierajg liczne bakterie produkujgce maslan,
krétkotancuchowy kwas tluszczowy (SCFA) o wlasciwosciach przeciwzapalnych i dziatajacy
protekcyjnie na bariere jelitowa. Redukcja tych korzystnie dziatajacych taksonéw byta wigksza
u pacjentéw z ALD w poréwnaniu z pacjentami z AUD bez choroby watroby. Oprocz tego w
AUD i ALD wykazat proporcjonalnie wyzszy udzial typu Proteobacteria, zawierajgcego
bakterie wytwarzajace silnie immunogenny lipopolisacharyd. Zaobserwowany wzrost byl
wiekszy u pacjentéw z ALD w poréwnaniu z AUD bez choroby watroby. Na poziomie rodziny
najistotniejszy wzrost bakterii z Proteobacteria zaobserwowano w Enterobacteriaceae 1
Burkholderiaceae, ktére powiazane sa z rozwojem ogolnoustrojowego stanu zapalnego.
Pacjenci z ALD mieli istotnie nizszg alfa-réznorodno$¢ w poréwnaniu z grupa AUD bez
choroby watroby. Analiza profilu funkcjonalnego wykazala migdzy innymi zwigkszenie
aktywnosci szlakow zwigzanych z syntezg lipopolisacharydu u pacjentow z ALD w
pordéwnaniu z grupg AUD bez choroby watroby. Nie wykazat istotnych réznic w aktywnosci a-
galaktozydazy pomigdzy AUD, ALD i grupg kontrolng. Podsumowujac, przeprowadzona przez
Doktoranta analiza metagenomiczna wykazata ze ALD wiaze sig ze wzrostem wielu szlakow
zwiagzanych z bakteryjna synteza hemu, ktére do tej pory nie byly badane w kontekscie
alkoholowej choroby watroby. Ponadto analiza glgbokiego uczenia wykazata znaczng
zmiennoé¢ w przewidywaniu opartym na mikrobiomie AUD. Otrzymane przez lek. Kamila
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Litwinowicza wyniki wskazujg, ze AUD wigze si¢ moze z negatywnymi zmianami
mikrobiomu, ktére moga by¢ mechanicznie powigzane z uszkodzeniem watroby.

Badania przeprowadzone przez lek. Kamila Litwinowicza maja zatem istotne

implikacje poznawcze i kliniczne. Stanowia element nowosci, stanowiacy oryginalne
osiggniecie Doktoranta.
Podsumowujgc wyniki opisane w recenzowanej rozprawie doktorskiej stanowig znaczacy
wklad w dotychczasows wiedzg naukows i medyczng dotyczacg ALD i sa niezwykle istotne z
punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego, gdyz otwierajg perspektywy praktycznego
zastosowania zar6wno w diagnostyce jak i monitorowaniu omawianej choroby.

Poprawnos$¢ jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym jezykiem z uzyciem prawidiowej
stylistyki i terminologii. Warto§¢ merytoryczna publikacji idzie w parze z umiejetnoscia
argumentacji i polemiki. Edycja pracy jest prawidlowa.

UWAGI I PROPOZYCJE

Z obowigzku Recenzenta chcialabym zwrécié uwage o waznym brakujacym aspekcie
jednoznacznie podsumowujagcym omoéwienie wynikow prezentowanych przez Doktoranta.
Tym brakujgcym elementem dysertacji sg wnioski i dyskusja stanowigce krytyczne spojrzenie
Doktoranta na otrzymane przez niego wyniki. Pomimo iz te dwa rozdzialy zawarte sg W
publikacjach stanowigcych podstawe ocenianej rozprawy doktorskiej, winny jednak znalez¢ si¢
w autorefracie.

Wszystkie wymienione zastrzezenia w zaden jednak spos6b nie umniejszaja wartosci pracy.
Po wnikliwej lekturze dysertacji zatytulowanej ,,Ocena produktow zaawansowanej glikacji
i mikrobiomu u pacjentéw naduzywajgcych alkoholu” oceniam ja bardzo wysoko.

Jest to obszerne i samodzielne opracowanie i rozwigzanie oryginalnego
zagadnienia naukowego przy uzyciu nowoczesnych metod i jest dowodem
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

PODSUMOWANIE

Zdaniem Recenzenta, oceniana dysertacja doktorska lek. Kamila Litwinowicza
pt. ,, wykonana w pod opiekg promotora prof. dr hab. Andrzeja Gamian spelnia kryteria
przypisane rozprawom na stopiefi naukowy doktora zdefiniowane w art.187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2020 poz. 85 z p6zn. zm.).
Recenzowana przez mnie rozprawa doktorska autorstwa lek. Kamila Litwinowicza
prezentuje adekwatng ogélng wiedze teoretyczna Kandydata w dyscyplinie oraz
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umiejetno§é¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej potwierdzonej
publikacjg wynikéw bedacych podstawg rozprawy doktorskiej w renomowanych
czasopismach naukowych o znaczacym wspélczynniku wplywu. Przedmiotem
rozprawy jest oryginalne rozwiazanie problemu naukowego a indywidualny
wklad Kandydata w powstanie tej pracy jest wystarczajacy i udokumentowany.

Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu o dopuszczenie lek. Kamila
Litwinowicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, bioragc pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowanej rozprawy,
warto$¢é naukowg przeprowadzonych badan oraz dorobek naukowy Autora wnioskuj¢ do
Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroclawiu o wyréznienie rozprawy doktorskiej lek. Kamila Litwinowicza.
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