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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Kamila Litwinowicza
pt. ,,Ocena produktéw zaawansowanej glikacji i mikrobiomu u pacjentow

naduzywajacych alkoholu”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Gamiana,
w Katedrze Biochemii i Immuniologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich

we Wroclawiu

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest cyklem powigzanych tematycznie
prac opublikowanych w latach 2021-2023, w wysoko punktowanych czasopismach - IF
kazdego przekracza 6,00, sumaryczny IF wynosi 19,62, a catkowita liczba punktéw MNiSW
420. Udzial Doktoranta we wszystkich pracach jest znamienny, gdyz w kazdej jest on nie
tylko pierwszym autorem ale i korespondencyjnym. Badania bedace przedmiotem rozprawy
byly finansowane z grantow Wroclawskiego Uniwersytetu Medycznego i Narodowego
Centrum Nauki (NCN).

Rozprawa skiada si¢ z trzech publikacji oraz ich streszczenia (w jezyku polskim i
angielskim), krotkiego  wstepu  wyjasniajacy  celowo$é podjecia  badan, rodzaju
wykorzystywanego materialu, opisu zastosowanych metod, uzyskanych wynikow i
wynikajacych z nich wnioskow. Calo$¢ napisana jest zwiezle, poprawnym jezykiem, czyta sie

bardzo dobrze.

Ocena merytoryczna

Naduzywanie alkoholu jest zjawiskiem czestym, prowadzacym do uzaleznienia,
marskosci, raka watroby oraz $mieci. Zaburzenie uzywania alkoholu (AUD) jest czynnikiem
ryzyka w ponad 200 réznych chorobach, sposrod ktorych ponad 40 jest $cisle zwigzanych z
alkoholem. Najpowazniejsza jednostkg jest alkoholowa choroba watroby (ALD),
odpowiedzialna za prawie 50% zgondéw spowodowanych chorobami watroby.

Badania stanowigce oceniang rozprawe doktorska dotycza alkoholowej choroby
watroby, a w szczegolnosei jej posredniego etapu jakim jest alkoholowe zapalenie watroby
(AH). Przewlekly alkoholizm prawie zawsze prowadzi do stluszczenia watroby, ktdre po

zaprzestania picia alkoholu zazwyczaj cofa sie, natomiast w przypadku dalszego, ciaglego




spozywania alkoholu moze przej$¢ w nicodwracalne zapalenie a nastgpnie marskos¢ watroby.
Diagnostyka i okre$lenie etapu alkoholowej choroby watroby sa trudne pomimo, iz liczne
badania dostarczyly wielu informacji o zaburzeniach roznych szlakéw molekularnych czy
zmianach parametrow biochemicznych. Wéréd tych ostatnich znalazlo si¢ gromadzenie
produktow zaawansowanej glikacji — glikotoksyn (AGE) oraz zaburzenia mikrobiomu.

AGE stanowia liczna, strukturalnie rozng grupe zwiazkéw chemicznych petnigcych
role. w wielu odmiennych jednostkach chorobowych, w tym w ALD. Pomimo dobrze
udokumentowanej roli AGE w ALD, weigz trudno stwierdzi¢ jaki jest ich wplyw na progresje
tej prowadzacej do $mierci choroby.

Dlatego cel rozprawy, ktérym jest zbadanie powiazania klasycznych AGE (frakcja
fluorescencyjna i CML — N-karboksymetylolizyna) z alkoholowa choroba watroby, okreslenie
mozliwosci wykorzystywania AGE10 (nowy, syntetyczny podtyp powstajacy w wyniku
reakcji bialek z melibiozg) w diagnostyce alkoholowego zapalenia watroby, a takze zaburzen

mikrobiomu w AUD i ALD jest istotne i Jak najbardziej zasadne.

Ocena metodologiczna

Pierwsza z trzech publikacji stanowigcych rozprawe zawiera przeglad systematyczny
jedenastu i metaanalize o$miu artykutow oceniajacych powigzania i skutecznosé
diagnostyczng réznych typéw AGE z niealkoholowa (NAFLD — 909 badanych) i alkoholowa
(ALD — 169 badanych) chorobg watroby, w poréwnaniu do 766 zdrowych kontroli. Prace te
zostaly wyselekcjonowane z prawie 900 wstepnie wybranych artykutléw. Badania wykonano
zgodnie z wytycznymi PRISMA. Stwierdzono, Ze steZenia klasycznych AGE sg znamiennie
wyzsze u pacjentow z alkoholowa choroba watroby niz u 0sob zdrowych. Wykazano takze
znamienny wzrost stgzenia frakcji fluorescencyjnej AGE i CEL (N-karboksyetylolizyna) w
surowicy chorych z NAFLD, natomiast u chorych z alkoholowa marskoscig watroby wzrost
CML (N-karboksymetylolizyna), w poréwnaniu do zdrowej kontroli. Zaréwno w NAFLD jak
i w ALD dochodzi do istotnego wzrostu poziomu réznych AGE. Wykonana analiza wskazuje,
ze zwigzki te np. pochodne aldehydu glicerynowego, mogg byé wykorzystywane do
roznicowania niealkoholowego stluszczenia watroby od niealkoholowego zapalenia watroby.

Celem drugiej publikacji byto wykazanie zwiazku AGE10 z alkoholowym zapaleniem
watroby (AH) i okreslenie jego znaczenia w diagnostyce tego etapu ALD. Do badan
zakwalifikowano 65 chorych z AH i 65 zdrowych kontroli (dawey krwi). Nalezy zwrocié
uwage na staranny kliniczny dobér pacjentow oraz szczegétowo opisane kryteria wlaczania i

wylgczania do i z badania. Stgzenie ALD oznaczano kompetycyjnym testem ELISA.



Wykazano istotnie podwyzszony poziom AGEI0 w osoczu badanych chorych, ktéry nie
zalezal od stopnia uszkodzenia watroby, wieku czy plei. Na podstawie dokladnosci
diagnostycznej, czulosci i swoistosci stwierdzono, ze AGE10 jest obiecujacym markerem
diagnostycznym alkoholowego zapalenia watroby.

W trzeciej publikacji lek. Kamil Litwinowski zajal si¢ badaniem mikrobiomu, ktorego
zmiany uwazane sg za jeden z waznych mechanizméw prowadzacych do uszkodzenia
watroby w AUD. Wykorzystujac dostepne w bazach danych sekwencje 16S rRNA zajal sie
jego oceng u pacjentéw z AUD i ALD. Analizom bioinformatycznym poddal dane 122
pacjentow z AUD, 75 z alkoholowa chorobg watroby, 54 z innymi, niealkoholwymi
chorobami watroby oraz 260 o0sdb zdrowych. Badanie wykazalo liczne zaburzenia
mikrobiomu u badanych pacjentéw. W ALD, w poréwnaniu do AUD bez choroby watroby,
stwierdzono znaczny spadek bakterii typu Firmicutes wytwarzajacych maslan, zwigzek o
dzialaniu przeciwzapalnym i ochronnym na bariere jelitowa, oraz wzrost typu Proteobacteria,
ktory zawiera bakterie wytwarzajace silnie immunogenny lipopolisacharyd. W grupie z ALD
wykazano takze zwickszenie aktywnosci szlakow zwigzanych z syntezg lipopolisacharydu.
Sposrdd  Proteobacteria najistotniejszy wzrost wykazaly bakterie powigzane z rozwojem

ogolnoustrojowego stanu zapalnego.

Whioski koncowe

Reasumujgc, nalezy stwierdzi¢, ze udzial Doktoranta w koncepcji, wykonaniu badan,
analizie danych i pisaniu publikacji byl znamienny. Wysoko oceniam koncepcje pracy,
zastosowane metody, wykonanie badan oraz opracowanie i interpretacje uzyskanych
wynikow. Doktorant z cala pewnoscia posiada rozlegla wiedze w dziedzinie bedacej
przedmiotem Jego naukowego zainteresowania. Potrafi wlasciwie zaplanowaé i
przeprowadzi¢  badania wykorzystujagc wiele nowoczesnych metod statystycznych,
chemicznych, biochemicznych. Rozprawa stanowi oryginalne, spojne dzielo wnoszace nowe
tresci do tak waznego problemu jakim sa zmiany chorobowe watroby spowodowane
naduzywaniem alkoholu. Ponadto, zawarte w niej spostrzezenia i wyniki stwarzaja dalsze

mozliwosci badawcze.

Uwazam, ze rozprawa doktorska lek. Kamila Litwinowskiego pt. ,,Ocena
produktow zaawansowanej glikacji i mikrobiomu u pacjentéw naduzywajgcych
alkoholu”, wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Andrzeja Gamiana, w Katedrze

Biochemii i Immuniologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu
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speinia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).

Z pelnym przekonaniem przedkladam Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie lek. Kamila
Liwinowskiego do dalszego etapu przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage walory merytoryczne ocenianej rozprawy, szczegdlng staranno$é
przeprowadzonych badan, znaczenie poznawcze badanego tematu, a takze potencjalne
znaczenie praktyczne uzyskanych wynikow, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

lek. Kamila Liwinowskiego.
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Prof. dr hab. Anna Baranczyk-Kuzma
emerytowany kierownik
Katedry i Zaktadu Biochemii
[ Wydzialu Lekarskiego
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