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Tematyka przedstawionej rozprawy doktorskiej ..Ocena produktow
zaawansowanej glikacji i mikrobiomu u pacjentow naduzywajacych alkoholu™ lek.

Kamila Litwinowicza dotyczy zaburzen uzywania alkoholu (AUD) co pozostaje

drhab. n. med. EwaRomuk, | wcigz istotng przyczyna $miertelnosci na $wiecie. Naduzywanie alkoholu stanowi
prof. SUM tel.: (608444688) ) ) )

eromuk@sumedupl | podstawe rozwoju ponad 40 jednostek chorobowych, wsrod ktoérych jedng z

SEKRETARIAT ' najwazniejszych jest alkoholowa choroba watroby (ALD). Doktorant w swojej

tel.: (+48 32) 272 23 18 | rozprawie doktorskiej analizuje problem alkoholowej choroby watroby. w ktorej

Faxs (448 RN T2 25118 uszkodzenie watroby moze przebiega¢ wicloetapowo od alkoholowego

biochemz@sum.edu.pl \ stluszczenia watroby, poprzez alkoholowe zapalenie watroby. az do alkoholowej
marskosci watroby. Do podjecia tematu sktonita Doktoranta roéznorodnosc
mechanizmoéw  powigzanych z  uszkodzeniem watroby u  pacjentow
naduzywajacych alkoholu (AUD). Poznanie mechanizmow lezacych u podstaw
progresji wezesnego ALD do postaci bardziej zaawansowanych uszkodzen watroby

- umozliwiloby odpowiednio wczesne wdrozenie dziatan profilaktycznych. co

byloby niezwykle korzystne zarowno ze wzgledow medycznych jak i spotecznych.

Celem pracy byla ocena powigzania alkoholowego zapalenia watroby ze
stezeniem AGE10 w osoczu, ocena dokladnosci diagnostycznej AGEIO w

odréznianiu pacjentow z ALD od zdrowych, ocena powiazania i dokladnosci
diagnostycznej klasycznych typow AGE z ALD a takze ocena zaburzen

mikrobiomu zwigzanych z AUD i ALD.

Interakcje AGE z receptorem RAGE wywoluja szereg zmian w organizmie,

‘ r aktywacje roznych szlakow molekularnych co doprowadza do uwalniania cytokin



4 k- .
g\um Slaski Uniwersytet

Medyczny w Katowicach

prozapalnych oraz wytwarzania reaktywnych form tlenu. Uwagg doktoranta zwroécil niedawno

wykryty w tkankach czlowieka, niezbadany jeszcze epitop AGE10 reagujacy z przeciwciatami
przeciwko syntetycznemu MAGE, uzyskanemu w wyniku reakcji migdzy biatkami i melibioza.

Przeciwciata anty -MAGE nie reaguja z zadna z klasycznych frakcji AGE, w zwigzku z czym
wykryty epitop stanowi nowy, niezbadany do tej pory typ AGE. Szczegdlnie interesujace byto
dla Doktoranta okreslenie aktywnosci mikrobowej «a-galaktozydazy. Jest to enzym
odpowiedzialny migdzy innymi za hydroliz¢ melibiozy. Zmiany jego aktywnosci moglyby
powodowa¢ zmiany w puli melibiozy w ustroju, potencjalnie zwigkszajac dostgpnos¢ substratu
do generowania AGE10/MAGE. Nowoczesne narzgdzia bioinformatyczne pozwalajace na
ocene profilu funkcjonalnego mikrobiomu na podstawie wynikéw sekwencjonowania 16S
rRNA, umozliwity Doktorantowi realizacj¢ zalozen pracy i zglebienie tego interesujacego

tematu.

~

Na rozprawe doktorskg Pana lek. Kamila Litwinowicza skladajg si¢ 3 spojne
tematycznie publikacje. Wszystkie prace sktadajace si¢ na cykl zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach o wysokim wskazniku Impact Factor. fLaczna wartos¢

wspotczynnika IF w cyklu prac wyniosta 19,62, za$ liczba punktow MNiSW - 420.

Prace podlegaly juz rzetelnej recenzji na etapie publikacji w czasopismach. co
gwarantuje, ze zawarte w nich tresci sg poprawne metodycznie i zawierajg istotne wyniki
badah. Moim zadaniem bylo jeszcze raz przyjrzenie si¢ przedstawionym pracom 1

zaznajomienie si¢ z zawarta w nich interesujaca tematyka.

Pierwsza publikacja w cyklu ,,Advanced glycation end-products in common non-
infectious liver diseases: systematic review and meta-analysis.” opublikowana w czasopismie
Nutrients (IF:6,706, MNiSW:140) stanowi przeglad systematyczny i metaanalize¢ opracowang
zgodnie z wytycznymi PRISMA. Wiaczono do niej 11 artykutow. Prace te potwierdzaly. ze
stezenia klasycznych podtypéw AGE (frakcji fluorescencyjnej oraz CML) sa istotnie wyzsze u
pacjentow z alkoholowa choroba watroby w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng. Jednak
zadna z prac nie uwzglednita w swoich wynikach doktadnosci diagnostycznej dla alkoholowe;j
choroby watroby co stato sie przyczyna podjgcia przez Doktoranta dalszych prac badawczych

w tym temacie. AGE stanowig heterogenna grupe zwigzkow, a poszczegdlne typy AGE roznig

L



Qum Slaski Uniwersytet

Medyczny w Katowicach

sie miedzy innymi silg wigzania ze swoistym receptorem (RAGE). Ocena st¢zenia
poszczegdlnych typéw AGE (a nie tylko zbiorcza ich analiza) ma duze znaczenie

patofizjologiczne.

W drugiej z publikacji ,,Alcoholic Liver Disease Is Associated with Elevated Plasma
Levels of Novel Advanced Glycation End-Products: A Preliminary Study™ opublikowane;
takze w czasopismie Nutrients (IF:6,706, MNiSW:140) Doktorant podjgl si¢ badania. przy
uzyciu metody ELISA, nowoodkrytego podtypu AGE (AGE10). Badanie przeprowadzit u 65
pacjentow z alkoholowym zapaleniem watroby, u ktorych wykazal istotnie wyzsze stezenie
AGE10 w osoczu w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej. Doktorant podjal si¢ oceny
czutodci i swoistodci zastosowanego testu aby oceni¢ jego przydatnos¢ diagnostyczng. AUC
wynosita 0.778, a dla wartosci odcigcia 147.25 pg/mL czulos¢ diagnostyczna wynosita 75% a

swoistosé¢ 72% .

Trzecia publikacja pod tytutem ,,Microbiome Alterations in Alcohol Use Disorder and
Alcoholic Liver Disease” opublikowana w czasopismie International Journal of Molecular
Sciences (IF:6,208, MNiSW:140) opiera si¢ na analizie sekwencji 16S rRNA przy
wykorzystaniu nowoczesnych narzgdzi bioinformatycznych. Majac na uwadze fakt, ze niektore
stosowane metody miaty odsetek fatszywych odkry¢ (FDR) wynoszacy nawet 70% wybor
odpowiednich narzedzi bioinformatycznych wydaje si¢ mie¢  kluczowe znaczenie dla
uzyskania wiarygodnych wynikéw. Kontrole jakosci i wstepna obrobke bioinformatyczna
sekwencji przeprowadzono z wykorzystaniem USEARCH. Do uzyskania wariantow sekwencji
amplikonu uzyto algorytmu UNOISE3. Taksonomig przypisano z uzyciem IDTAXA i bazy
GTDB07-RS207. Potencjat funkcjonalny mikrobiomu uzyskano przez PICRUSt2 z Metacyc
jako baza referencyjna. Roznicg w proporcjach wystepowania poszczegolnych taksonow i w
potencjalne  funkcjonalnym okreslono  z wykorzystaniem ANCOM-BC. Doktorant
zaobserwowal bardzo liczne zmiany mikrobiomu zwigzane z AUD i ALD. Naleza do nich
miedzy innymi proporcjonalny spadek typu Firmicutes oraz wzrost w typie Proteobacteria. Do
spadku ~ w  Firmicutes ~w  najwigkszym stopniu  przyczynity  si¢  rodziny
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Oscillospiraceae 1 Butyricicoccaceae. Za Wwzrost
Proteobacteria odpowiadaty gtéwnie rodziny Enterobacteriaceae i Burkholderiaceae. Zmiany
te byty bardziej zaznaczone u pacjentow z ALD w poréwnaniu z grupa AUD bez uszkodzenia

watroby. W profilu funkcjonalnym Doktorant zaobserwowal proporcjonalne zwigkszenie
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szlaku zwigzanego z syntezg lipopolisacharydu. Nie wykazat jednak zadnych istotnych réznic

w aktywnosci a-galaktozydazy pomiedzy AUD, ALD i grupa kontrolna.

Efekty swojej pracy Doktorant dodatkowo przedstawil w postaci bardzo kompaktowego
1 czytelnego opracowania, ktére zawiera: wykaz stosowanych skrétow, wstep, cel
eksperymentu i tezy badawcze, metodologi¢ eksperymentu, opis uzyskanych wynikow,

wnioski, oraz publikacje wchodzgce w sktad cyklu.

Przedlozony mi do oceny cykl prac stanowi bardzo spojng catos¢. Prawidlowo
sformutowane przez Doktoranta tezy badawcze bardzo dobrze koresponduja z

przedstawionymi wnioskami, wysunietymi na podstawie przeprowadzonego eksperymentu

badawczego.

Warto podkresli¢ ze we wszystkich trzech publikacjach cyklu lek. Kamil Litwinowicz
jest pierwszym autorem. Zestawienie w prezentowanym cyklu pracy pogladowej zawierajace;j
przeglad aktualnej literatury z praca do$wiadczalng, w ktorej Doktorant dzieli si¢ wynikami
swojego eksperymentu az po prac¢ z wykorzystaniem metod bioinformatycznych swiadezy o
olbrzymiej wiedzy teoretycznej i praktycznej Doktoranta oraz umiejetnosci postugiwania sie

nowoczesnymi narzedziami badawczymi w celu zglebienia tematu i jego doglgbnej analizy .

Dotychczasowy dorobek naukowy Doktoranta, poza cyklem, obejmuje 6 prac o facznym
wspdtczynniku IF wynoszacym 33,04, zas liczba punktow MNiSW wynosi 655. Doktorant jest
rezydentem w dziedzinie Radiologii i Diagnostyki Obrazowej. Jest czlonkiem Polskiego

Lekarskiego Towarzystwa Radiologii oraz Europejskiego Towarzystwa Radiologicznego.

Nie wnosze zadnych uwag krytycznych do przedstawionej pracy. Przedstawiong mi do
oceny rozprawe doktorska ,,Ocena produktow zaawansowanej glikacji i mikrobiomu u
pacjentow naduzywajacych alkoholu™ lek. Kamila Litwinowicza oceniam wysoce pozytywnie

i jeszcze raz cheiatabym podkresli¢ jej wysoka warto$¢ naukowsg i merytoryczng.

Przedstawiona praca w pehi odpowiada kryteriom stawianym przed kandydatami do
stopnia doktora, spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r poz 1668). W zwigzku z tym mam

zaszczyt zwroci¢ sie do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we
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Wroclawiu z wnioskiem o dopuszczenie lek. Kamila Litwinowicza do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na nowatorstwo uzyskanych wynikéw oraz opublikowaniu ich w wysoko
punktowanych czasopismach naukowych zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z wnioskiem o wyrdznienie przedstawionej mi do

oceny rozprawy doktorskiej.
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