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Metaboliczna choroba stluszczeniowa watroby (metabolic associated fatty liver disease,
MAFLD) jest chorobg zapalng watroby stwierdzang u 25% populacji swiata i 15-49% Europy.
Skale problemu najlepiej odzwierciedla fakt, ze MAFLD dotyka obecnie juz co trzeciego
mieszkanca Stanow Zjednoczonych Ameryki, czy tez Wielkiej Brytanii, a w perspektywie 15-25
lat moze doprowadzi do marskosci watroby nawet jedng czwartg chorujacych. W niektdrych
krajach Europy choroba ta juz stanowi wiodace wskazanie do przeszczepienia watroby. Wedtug
aktualnych wytycznych (m.in. konsensus polskich towarzystw naukowych, Nadcisnienie tetnicze
w Praktyce 2022; 8(2):1-26) MALFD winna by¢ traktowana jako skladowa zespotu

metabolicznego, o skomplikowanej i wieloczynnikowej patogenezie obejmujgcej



insulinoopornosé, lipotoksycznosé, stres oksydacyjny, czynniki genetyczne, aktywnosé
endokrynng tkanki tluszczowej, czy tez zaburzenia mikrobioty jelitowej. Ztozonosé ta powoduje,
ze brak jest obecnie zarejestrowanych lekéw w tym wskazaniu, a toczace sie badania kliniczne
cksplorujg rozne szlaki metaboliczne m.in. insulinoopornosé, lipotyksycznosé, aktywacja
zapalenia oraz widknienia. Jednakze pomimo ukoriczenia wielu badan klinicznych nadal brak jest
skutecznego leczenia przyczynowego innego niz modyfikacja stylu zycia, chirurgia bariatryczna,
leczenie pozostatych sktadowych zespolu metabolicznego, a w skrajnych przypadkach

przeszczepienie narzadu.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Mauro Galii podejmuje bardzo
aktualng tematyk¢ patogenezy MAFDL/NASH, szczegolnie w zakresie mechanizmow
lipotoskycznosci, stresu oksydacyjnego oraz centralnego miejsca stosunkowo stabo dotychczas
scharakteryzowanego biatka transportowego AQP9, nalezacego do rodziny akwaporyn. Praca ta
jest szczegdlnie ciekawa poniewaz zawiera w sobie dwie warstwy naukowe, tj. optymalizacje
metodologii proteomiki (niecelowanych analiz DIA) oraz do$wiadczalng wskazujgca na nowy
aspekt biatka AQP9, tj. regulacje¢ stresu oksydacyjnego w warunkach przeladowania komorek
watrobowych lipidami w warunkach ex-vivo oraz in-vitro. Calo$é rozprawy jest ukoronowana
kompleksowa analiza metabolomiczng w warunkach sthuszczenia +zwiekszonej ekspresji APQ9
oraz jego wyciszenia. Co wazne, analiza ta moze byé przyczynkiem do dalszych badan

,mikrosrodowiska” w komérkach watrobowych w warunkach przetadowania lipidami.

Rozprawa jest napisana w jezyku angielskim, obszerna, liczy 144 strony, ma uktad
klasyczny 1 poza wykazami skrétéw, tabel i rycin zawiera wstep, zatozenie i cele, bardzo
precyzyjny opis zastosowanej metodyki, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie oraz
pismiennictwo. Wyniki sg dodatkowo wzbogacone 4 tabelami, 35 rycinami oraz tabelami w

suplemencie.

Wstep jest obszerny i napisany skrupulatnie. Doktorant precyzyjnie opisuje mechanizmy
wigzace otytos¢ z insulinoopornoscia, znaczenie wolnych rodnikéw tlenowych w homeostazie oraz
patologii komorki oraz bardziej szczegétowo znaczenie biatek nielezacych do rodziny akwaporyn
I ich powigzania z insulinoopornoscig i cukrzyca. Druga cze$¢ wstepu, zastugujaca na szczegdlne
wyrdznienie, w sposéb przystgpny ale bardzo dokfadny opisuje techniki spektrometrii mas, a

szczegoblnie pordwnanie metod pozyskiwania danych DDA vs DDI.
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Magister Mauro Galli stawia 3 gtéwne cele swojej rozprawy doktorskiej, ktore sa spojne z
naukowego punktu widzenia oraz nowatorskie. Co istotne, nie tylko wszystkie cele zostaty

zrealizowane na dalszych etapach rozprawy, ale tez uzyskane wyniki wykraczaja poza nie.

Zastosowana w rozprawie metodyka jest nowatorska i po czedci staje sie tez wynikiem
naukowym tej rozprawy. Do badan ex-vivo uzyto wycinkéw watroby pozyskanych od skrajnie
otylych chorych poddawanych zabiegowi bariatrycznej gastrektomii z cukrzyca (n=3),
insulinoopornosciag (n=3) oraz bez cukrzycy (n=3). Oczywistym niedostatkiem takiego doboru
daweow jest brak materialu (wycinkéw lub bioptatow) od pacjentéw bez patologii watroby (np.
poddawanych planowemu zabiegowi cholecystektomii) co moglo by stworzyé profil
metabolomiczny w warunkach kontrolnych (braku choroby watroby). Dodatkowo z uwagi na
bardzo matg grupe badang wskazany bylby jej dokfadny opis kliniczny (nie tylko co do choréb
towarzyszacych, ale tez stosowanych lekéw oraz zaawansowania choroby watroby), aby mozna
byto oceni¢ homogenno$¢ grup chorych. Nie znalaztem tez informacji czy uczestnicy badania
podpisali $wiadomg zgodg. Projekt uzyskat pozytywng opinie Komisji Bioetycznej UMB (R-I-
002/609/2018 oraz APK.002.107.2021).

Ograniczenia w dostepnosci do materiatu klinicznego oraz ewentualna zmienno$é
osobniczg doktorant pokonuje prowadzac dalszg i zasadnicza cze$é dogwiadczen w warunkach in-
vivo wykorzystujgc komercyjne komérki HepG2 oraz stosujac samodzielnie zwalidowany model
przetadowania lipidami. W tym miejscu chcg wysoko ocenié¢ precyzje, a co za tym idzie etyke
naukowa mgr Mauro Galli. Metodologia naukowa jest niezwykle zaawansowana poniewaz poza
wspomnianymi wyzej autorskimi technikami spektrometrii mas mgr Galli stosuje rowniez
barwienia komorek na obecnos¢ lipidéw, ocenia nasilenie apoptozy oraz przeprowadza barwienia

w kierunku obecnosci, lokalizacji oraz dynamiki powstawiania H202.

Wyniki sg przedstawione bardzo skrupulatnie, réwniez z opisem tych bez istotnogci
statystycznej oraz wzbogacone czytelnymi rycinami i zdjeciami. Pierwsza czg$é wynikow dotyczy
optymalizacji metody DIA i obejmuje ustawienia parametréw wyjsciowych aparatu, optymalizacje
gradientu chromatografii cieczowej, energii kolizyjnej oraz ustawien STW. Ta cze$é rozprawy
bedzie fascynujgcg lekturg dla oséb samodzielnie wykonujacych badania metoda spektrometrii
mas. W dalszej czg$ci mgr Gallo przeprowadza badania juz zoptymalizowana metodykg na

probkach watroby pobranych od pacjentéw, a po wyselekcjonowaniu biatkowych kandydatéw do
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dalszych badaf w modelu in-vitro. Autor wykazuje zwigkszong ekspresje akwaporyny 9 (AQP9),
FAB4, LPIN2 oraz HMOX2 u chorych z nietolerancjg glukozy wobec grupy bez cukrzycy, co
uktada si¢ w spojng catos¢ sugerujac wptyw AQP9 na regulacje sttuszczenia watroby oraz
hipotetycznie na synteze diacylogliceroli oraz aktywacje stresu oksydacyjnego. Uzyskane wyniki
kliniczne sg nowatorskie, poniewaz istniejg jedynie pojedyncze doniesienia dotyczace ekspresji
AQP9 w chorych z chorobg stluszczeniowa watroby. Rodriquez A i wsp. (Int ] Obes 2014)
stwierdzili obnizong ekspresji¢ AQP9 w watrobie (PCR, WB, met. histochemii) u o0séb z
nietolerancjg glikemii w stosunku do chorych normoglikemicznych oraz w podobne; populacji 66
chorych bariatrycznych, oraz obnizong ekspresje AQP9 w watrobie u chorych z NALFD vs osoby
bez stluszczenia, ktéra korelowata ujemnie ze stopniem zapalenia oraz sttuszczenia wskazujgc na
mozliwy mechanizm kompensacyjny. Cheiatbym aby mgr Gallo odnidst sie bardziej szczegotowo
do swoich wynikéw w poréwnaniu do cytowanej wyzej pracy. W dalszej kolejnosci doktorant
przeprowadza serig eleganckich i spéjnych eksperymentéw w modelu przetadowania lipidami
komérek HepG2. Mgr Gallo wykazuje m.in. lipotoskycznosé FFA i glicerolu, wplyw inhibicji
APQ9 na zahamowanie stluszczenia HepG2, aktywacje apoptozy przy zwiekszeniu zawartosci
AQP9 oraz moim zdaniem najciekawsze, kinetyke aktywacji stresu oksydacyjnego (H202) w
przetadowaniu lipdami w czasie 20 godzinnej inkubacji komérek HepG2. Przedstawione wyniki
sg nowatorskie, spdjnie z nielicznymi pracami juz opublikowanymi (m.in. Wang Ch. i wsp. Int J
Mol Med. 2013;32:1159) oraz majg duzy potencjat w zakresie ich translacji do medycyny
klinicznej. Ukoronowaniem pracy doktoranta jest przeprowadzenie kompleksowej analizy
proteomicznej komoérek HepG2 w warunkach kontrolnych, przetadowania lipidami, wyciszenia
oraz nadekspresji AQP9, ktéra moze by¢ punktem wyjscia dalszych publikacji oraz analiz i jest
bezwzglednie osiggnigciem unikatowym. Dalszym bardzo ciekawym do$wiadczeniem byto by

przeprowadzenie i poréwnanie takiej analizy na ludzkim materiale klinicznym vs HepG2

Uzyskane wyniki s nowatorskie w skali wiata, i majg nie tylko znaczenie poznawcze,
lecz réwniez potencjalne terapeutyczne, jako ze APQ9 moze by¢ ewentualnym punktem

docelowym lekoéw hamujgcych sthuszczenie.

Wyniki sg krytycznie skonfrontowane ze stanem wiedzy w Dyskusji. Autor nadaje kontekst
swoich obserwacji w $wietle prac §wiatowych. Co wazne, duza czgsé dyskusji ponowie przybliza

czytelnikowi niuanse metod metabolomiki oraz zastosowanych przez autora modyfikacji, co



bardzo poprawia mozliwo$¢ krytycznej oceny uzyskanych wynikow. Z drugiej strony, i co wymaga
wyraznego podkreslenia przez doktoranta w publikacjach, APQ9 w $wietle najnowszych doniesiefi
moze mie¢ znaczenie w karcynogenzie (Transl Cancer Res. 2021 Apr;10(4):1826), jak rowniez
petni liczne funkcje immunomodulacyjne (Front Oncol. 2021 Nov 5;11:770565), ktére trudno
oceni¢ w modelu komoérkowym, a moga limitujaco wptywaé na mozliwosci zastosowania tego

biatka jako potencjalnego celu molekularnego.

Magister Mauro Galli w podsumowaniu swojej rozprawy doktorskiej sformutowat
prawidtowe wnioski, ktore sg uzasadnione przeprowadzonymi analizami. Wnioski majg nie tylko
charakter poznawczy, lecz takze praktyczny i mogg byé punktem wyjscia dalszych badan.
Oceniajgc przedstawiong mi rozprawe cheiatbym szczegolnie podkresli¢ samodzielno$é naukowa
oraz metodycznos$¢ doktoranta, olbrzymi wktad pracy oraz umiejetnosé logicznego dobru narzedzi
naukowych oraz eksperymentéw w celu kompleksowego dowiedzenia swoich hipotez. Rozprawa
ta nie tylko wypelnia wymagania stawiane doktoratom, lecz takze mogla by byé rozprawa

habilitacyjna.

Podsumowujgce przedstawiong do oceny rozprawe doktorskg magister Mauro Galli
pt. ,Impact of the expression modulation of Aquaprin 9 on proteomic profile and oxidative
stress homeostatasis in HepG2 model of hepatic lipid overload” oceniam bardzo wysoko,
uwazam jg za wartoSciowg naukowo oraz wazng z klinicznego punktu widzenia. Spelnia ona
wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2021r., poz. 478). Wnosz¢ zatem do Wysokiego Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku o dopuszezenie mgr. Mauro Galli do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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