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rozprawy doktorskiej lek. med. Marek Kowalski
pt. ,Ocena wystepowania niedoboru enzymu laktazy u pacjentéw z choroba trzewng”

wykonana na podstawie uchwaty Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi i
pisma Prodziekana ds. Nauki Wydziatu Lekarskiego z dnia 2.08.2023 r.

Przestana do oceny rozprawa doktorska lek. Marka Kowalskiego jest oryginalng praca
badawecza i ma charakter monografii. Zostata wykonana pod opieka naukowg Prof. dr hab. n. med. Ewy

Mateckiej-Wojciesko .

Rozprawa liczy 117 stron, zawiera 11 rycin, 5 tabele oraz obejmuje 442 pozycji pismiennictwa
zagranicznego | polskiego. Uktad poszczegolnych rozdziatow jest typowy dla tego typu opracowania
naukowego. Przed wstepem, na stronach 1-2, lek. Marek Kowalski zamiescit spis tresci, na stronach 3-
5 streszczenie pracy w jezyku polskim, natomiast na stronach 6-8 w jezyku angielskim. Alfabetyczny
wykaz zastosowanych skrétéw autor zamiescit na stronach 116-117, a wykaz tabel i rycin na stronach

114-115.

We wstepie od strony 9 do 13, lek. Marek Kowalski przedstawia objawy choroby trzewnej
zwigzane z przewodem pokarmowym, jak réwniez zwigzane z innymi ukladami, szczegélng uwage
zwraca na ryzyko rozwoju nowotworow ztosliwych w przypadku nie leczone] choraby trzewnej przez
lata. Autor podkreéla réwniez, ze u pacjentow z chorobg trzewng czesto wspdlistniejg inne choroby
autoimmunologiczne. Objawy pozajelitowe i choroby towarzyszjce, autor dodatkowo przedstawit w
tabeli 1, str. 13. Na kolejnych 2 stronach autor przedstawit epidemiologie choroby trzewnej. Na uwage
zastuguje rozdziat dotyczacy etiopatogenezy, w ktorym autor bardzo dokfadnie przedstawia
wspdtdziatanie czynnikow genetycznych, immunologicznych oraz srodowiskowych biorgeych udziat w
rozwoju choroby trzewnej, u podstaw ktorej jest patologiczna reakcja uktadu immunologicznego na
gluten oraz pochodne prolamin. W procesie trawienia glutenu oraz biatek bogatych w prolaminy,
uczestnicza enzymy, ktérych aktywnosé zalezny od poziomu ekspresji kodujgeych ich gendw- co
wptywa na przebieg choroby np. obnizony poziom ekspresji genéw PREP zlokalizowanych na
chromosomie 6g21-22 kodujacych oligopeptydazy prolilowe oraz spadku aktywnosci enzymoéw, co
istotnie wptywa na ciezko$é przebiegu choroby trzewnej i zwieksza ryzyko opéinienia uzyskania remisji

pomimo prawidtowego stosowania diety bezglutenowej. W podstawianiu patologicznych reakcji
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immunologicznych, odgrywa réwniez znaczaca role wzrost przepuszczalnosci btony Sluzowej jelit,
umozliwia to przedostawanie sie krétkich taricuchéw niestrawionych biatek bogatych w prolamine w
catosci do btony podsluzowej. Autor analizuje réwniez udziat mikrobioty jelitowe] w procesie trawienia
biatek glutenu. Bakterie zarowno jamy ustnej, jak i jelitowe produkujg wiasne endopeptydazy oraz
hydrolazy, ktére przyczyniajg sie do trawienia taricuchéw biatkowych bedacych produktem rozktadu
gliadyny. Deamidowane peptydy gliadyny przytaczane sa do receptoréw DQ2 lub DQS8 obecnych na
komorkach prezentujacych antygen, fragmenty gliadyny sg przylaczane w rdzne regiony receptora
DQ2 lub DQS8, w procesie prezentacji antygenu uczestniczg dwa heterodimery DQ2 (DQ2.2 oraz DQ
2.5) oraz DQ8 W wyniku reakcji dochodzi do powstania trwatych kompleksow HLA-DQ2 oraz DQS8 z
deamidowanymi fragmentami a-gliadyny. Nastepnie fragmenty biatkowe prezentowane sg przez
komérki APC limfocytom B, wywotujac dalszg odpowied? humoralng. Reakcje immunologiczne
prowadzg do aktywacji komadrek uczestniczgcych w procesach zapalnych, zardwno o charakterze
odpowiedzi komdrkowej, jak i humoralnej. Dodatkowo, peptydy gliadyny w rdinych, zltozonych
mechanizmach prowadzg do bezposrednie] apoptozy enterocytdw oraz pod wptywem gliadyny
dochodzi do zwiekszone] produkeji czynnika wzrostu EGF, ktéry prowadzi do proliferacji enterocytéw

w obrebie krypt jelitowych.

Ten skomplikowany mechanizm rozwoju choroby trzewnej, lek. med. Marek Kowalski nie tylko

szczegotowo i jasno opisuje, ale réwniez bardzo trafnie przedstawia na rycinie 1 strona 24.

Kolejny rozdziat to diagnostyka choroby trzewnej, na stronach 25- 26, autor opisuje zmiany
histopatologiczne jakie zachodzg w obrebie btony sluzowej jelita cienkiego, ktdre s objete klasyfikacja
Marsh-Oberhubera. W tabeli 3 strona 27, zostaly przedstawione schorzenia inne niz choroba trzewna,
w przebiegu ktdrych mogg wystepowac podobne zmiany histopatologicznie w bfonie $luzowej jelita
cienkiego. W kolejnej czesci tego rozdziatu lek. Marek Kowalski, przedstawia kryteria diagnostyczne
choroby trzewnej, rozpoczynajgc od zarysu historycznego, nastepnie opisuje kryteria diagnostyczne
oparte na wykonywaniu badan serologicznych oraz badari genetycznych opartych na oznaczeniu
antygendw zgodnoéci tkankowej HLA DQ2/DQS8. Autor trafnie zwraca uwage na koniecznosé
oznaczania poziomu immunoglobuliny A w procesje diagnostycznym, z uwagi na czesto wystepujacy
niedobdr IgA u pacjentdow z chorobg trzewna. Brak wykonania tego oznaczenia moie skutkowaé

opoéinionym rozpoznaniem choroby trzewnej, w wyniku fatszywie ujemnego badania anty-tGTIgA.

Lek. Marek Kowalski opisuje rédwniez nowe techniki diagnostyczne np.: oznaczanie przeciwciat
przeciwko kompleksowi potgczonej transglutaminazy tkankowe] z czgsteczkg gliadyny (98-100%
czutosci | 93-96% swoistosci) oraz oznaczanie obecnodci limfocytdw T immunokompetentnych w

stosunku do kompleksow HLA DQ2-a-gliadyna. Na uwage zasfugujg badania nad limfocytami T



pobieranymi z krwi obwodowej pacjentéw z potwierdzong obecnoscia antygenu zgodnosci tkankowej
HLA DQ2, poniewaz wykazano, ze krétkotrwate stosowanie diety zawierajacej gluten prowadzi do
stymulacji limfocytéw T wrazliwych na gliadyne w krwi obwodowej, dlatego badanie moze by¢
przydatne w przysztoéci w celu potwierdzenia rozpoznania choroby trzewnej u pacjentéw bedacych
na diecie bezglutenowej, bez koniecznoéci prowadzenia diete prowokacyjng przez dtuzszy okres czasu,
z drugiej strony badanie to moze by¢ przydatne w ocenie prawidtowego przestrzegania diety

bezglutenowe;.

Koriczac rozdziat diagnostyka choroby trzewnej, autor opisuje postacie choroby trzewnej

dodatkowo przedstawia w tabeli nr 4, postacie kliniczne zgodnie z ESPGHAN.

Kolejny rozdziat to leczeni choroby trzewnej strony 37- 48; podstawowa metoda leczenia to
dieta bezglutenowa, autor zwraca uwage na dopuszczalne normy glutenu w produktach bez
glutenowych na terenie Unii Europejskiej to 20mg w kilogramie produktu, zgodnie z aktualng wiedzg
spozycie 10mg glutenu dziennie nie powinno powodowaé zaostrzenia choroby, aczkolwiek nawet
sladowe ilosci glutenu moga prowadzié¢ do przewlektego stanu zapalnego w obrebie bfony sluzowe;j
jelit. Autor zwraca uwagg, na wptyw wieku chorego na stan wygojenia biony Sluzowej jelit, wykazano
ze sladowe ilosci glutenu wsréd miodych pacjentéw nie wptywa na prawidtows odbudowe kosmkéw
i ustgpienia nacieku zapalnego, natomiast po 60 roku ycia, zmiany histopatologiczne mog3 nie ulegaé
petnej remisji pomimo restrykcyjnego przestrzegania diety bezglutenowej. Lek. Marek Kowalski
przedstawia rowniez nowe strategie lecznicze: zastosowanie w procesie fermentacji maki
endopeptydaz naturalnie produkowanych przez szczepy bakteryjne i grzyby (Flavobacterium
meningosepticumn. Lactococcus , Lactobacillus ); doustna suplementacja endopeptydaz pozyskanych z
Aspergillus Niger czy Sphingomonas apsulata; modyfikacja odpowiedzi immunologiczne] poprzez:
szczepy probiotyczne zmniejszajace proces zapalny ( Bifidobacterium spp.), podawane podskdrnie
laryw ( Necator ammericanus) czy badania nad szczepionkami. Inne proponowane innowacyjne
metody leczenia to: inhibitory zonuliny ( octan larazotydu — zakoficzone badania Il fazy w 2021),
inhibitory transglutaminazy tkankowej 2, syntetyczne biatka majace powinowactwo do receptora HLA
DQ2, prdby leczenia przeciwciatami  przeciwko TNFalfa- u pacjentdw opornych na diete.

Podsumowanie wszystkich metod leczenia choroby trzewnej, autor przedstawit w rycinie 2 strona 48.

Kolejny rozdziat to niedobdr laktazy strona 49-53, lekarz Marek Kowalski omawia wtérne
przyczyny niedoboru laktazy — wérdd ktdrych jest choroba trzewna, wtdrny niedobér laktazy moze
mie¢ réwniez charakter przejéciowy i jest wtérny do infekcji bakteryjnych i wirusowych przewodu
pokarmowego, przewlektego stosowania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych oraz

antybiotykoterapii.



Diagnostyka niedoboru laktazy oparta jest na kosztownej analizie aktywnosci enzymatyczne] w

bioptatach jelita cienkiego, metoda znacznie tarisza to wodorowy test oddechowy.

W uzasadnieniu tematu pracy — strona 54 i 55, autor stawia teze: Przy prawidtowej odbudowie

kosmkéw_jelitowyeh u pacjentow stosujgcych prawidtowo diete bezglutenowa nie powinno sig

stwierdza¢ wtdérnego niedoboru laktazy. A wtérny niedobér laktazy moze by¢ obserwowanych tylko

u_pacientéw popetniajgcych btedy dietetyczne, jezeli jest wykluczony pierwotny niedobdr laktazy.

Pierwotny niedobdr laktazy moina wykluczyé przez oznaczenie polimorfizm genu LCT, pozwala to
oceni¢ réwniez czestoi¢ wspdiwystepowania choroby trzewnej | pierwotnego niedoboru laktazy.
Dotychczas podobne analizy prowadzone byty jedynie wirdd dzieci ze $wiezo rozpoznang chorobg

trzewna.

Wychodzac z tych zafoier, lek. Marek Kowalski podjat sig przeprowadzenia badar
oceniajacych zwigzek wystepowania wtérnego niedoboru laktazy, ocenianej wodorowym testem

oddechowym z nieprawidtowg kontrolg diety bezglutenowe].

Ta wstepna czeéé pracy doktorskiej zostata bardzo szczegdtowo opracowana w oparciu o liczne
piémiennictwo, Autor wykazat sig bardzo dobrg znajomoscig podjetego tematu éwiadczy o tym sposéb
omoéwionej problematyki, podkreélajagcy rdznorodnosé objawdw klinicznych oraz znaczenie
prawidiowo przeprowadzonej diagnostyki choroby trzewnej. Ponad to, szczegotowo zostaty

omdwienie nowe strategie leczenie choroby trzewnej.
W kolejnym rozdziale lek. Marek Kowalski przedstawit cel pracy:

Cele pracy szczegétowe: 1/.Weryfikacja rozpoznania choroby trzewnej uwzgledniajgca
najnowsze wytyczne rozpoznania choroby trzewnej, w tym kryterium genetyczne. 2/. Ocena czestosci
wystepowania chordb wspétistniejgcych z chorobg trzewng. 3/. Ocena czestosci dokonywania
odstepstw $wiadomych i nieéwiadomych od stosowane] diety bezglutenowej u pacjentow z chorobg
trzewna. 4/. Ocena czestoici wystepowania objawdw typowych i atypowych. 5/. Ocena czestosci
wystepowania okreélonych wariantéw genetycznych HLA DQ2/DQ8 u pacjentdéw z potwierdzong
choroba trzewna. 6/. Ocena czestosci wystepowania niedoboru laktazy i stopnia jego zaawansowania
wéréd pacjentéw z chorobg trzewna. 7/. Poszukiwanie zbieznodci wystepowania niedoboru laktazy,
popetniania btedéw dietetycznych i podwyzszonych stezeri przeciwciat przeciwko transglutaminazie

tkankowe] Il

W rozdziale Materiat i Metody (strony 57-62) lek. Marek Kowalski przedstawit szczegdtowo
charakterystyke badanej grupy oraz metodyke badan. Badana grupach to 57 chorych, ktérg poddano

szczegotowe]j analizie, dotyczacej weryfikacji rozpoznania choroby trzewnej w przesztosci . W grupie



badanej wykonano analize genetyczng antygendw zgodnosci tkankowej HLA DQ2.2, DQ 2.5 oraz DQ8
wraz z oceng alleli kodujgcych podjednostki a i B antygendw, zgodnie z obowigzujgcymi wytycznymi
ESPHEGAN z 2020 r. Celem oceny stosowania rygorystycznej diety bezglutenowe]j i wyodrebnienia
pacjentoéw popetniajgcych btedy dietetyczne oznaczono w surowicy stezenia przeciwciat przeciwko
transglutaminazie tkankowej |l w klasie |gA oraz przeciwciat przeciwko deamidowanym peptydom
gliadyny w klasie |gG metodg ELISA. Grupa kontrolna to 31 zdrowych ochotnikéw. Ocene
ewentualnego niedoboru laktazy oceniano wodorowym testem oddechowym. Celem wykluczania
pierwotnego niedoboru laktazy, w grupie badanej z dodatnim wodorowym testem oddechowym,
wykonano badanie genetyczne polimorfizmu w genie LCT. Przeprowadzono réwniez badanie
ankietowe dotyczace objawdw klinicznych, choréb wspétistniejacych, nawykéw  zywieniowych,
aktywnosc¢ fizycznej. Dodatkowo w grupie chorych przeprowadzono ankiete dotyczacg czas
stosowania diety bezglutenowej, jej przestrzegania i czestosé wystepowania swiadomych bledow

dietetycznych.

Kolejny rozdziat zawiera wyniki badan (str 64-73), ktére lek. Marek Kowalski przedstawit w
postaci opisowej oraz w 1 tabeli nr5 ina 9 rycinach nr 3-11. Na szczegdlng uwage zastuguje rycina 11,
ktéra przedstawia czestosé wystepowania wariantdw gendw LCT, u osdb ze stwierdzonym
niedoborem laktazy za pomoca wodorowego testu oddechowego. Materiat graficzny rycin jest bardzo

starannie wykonany i ilustruje uzyskane wyniki hadan.

W dyskusji (strona 74-91) lek. Marek Kowalski omowit wyniki wiasnych badar i poréwnata je z
wynikami innych autoréw zajmujacych sie tg tematyka. W tej czesci pracy Doktorant, wykazuje bardzo
dobra znajomosc tematu. Nalezy podkreslic, ze zardwno w bardzo obszernym dobrze opracowanym
wstepie, przemyslanej wnikliwie metodyce badania, ale takie w dyskusji, lek. Marek Kowalski

wykazuje sie swobodng umiejetnosé postugiwania sie danymi z pidmiennictwa.

Lek. Marek Kowalski koriczy prace 7 krétkimi, zwieztymi wnioskami (strona 92), ktdre znajduja
petne potwierdzenie w przeprowadzonych badaniach i zawierajg odpowiedz na zatozony cel pracy.
Wysuniete wnioski to: 1/ Wérdd pacjentéw z choroba trzewna rozpoznang przed rokiem 2010
wskazana jest weryfikacja wczesniej postawionego rozpoznania na podstawie kryteriow ESPGHAN z
roku 2020, z uwzglednieniem kryterium genetycznego. 2/ prawie jednej trzeciej chorych na chorobe
trzewna wystepuja inne choroby przewlekte, zwtaszcza choroby autoimmunologiczne, jak cukrzyca t.1,
choroby zapalne tarczycy oraz skéry. 3/ Ponad potowa chorych na chorobe trzewng nieswiadomie lub
Swiadomie popetnia bledy dietetyczne, co wskazuje na pilng potrzebe zwiekszenia ich edukacji w
zakresie diety. 4/ Niezaleznie od przestrzegania diety bezglutenowe] wsrdd pacjentéw z celiakia

obserwowano zaréwno typowe, jak i nietypowe objawy choroby. 5/ Wsréd pacjentow z chorobg



trzewng niedobdr laktazy potwierdzono u wiekszosci badanych, z tego tylko u 55% stwierdzono
pierwotny niedobdr laktazy. 6/ W badanej grupie wykazano zwigzek pomiedzy znacznym niedoborem
enzymu laktazy a popetnianiem éwiadomych bad? nieswiadomych btedéw dietetycznych. 7/ Pacjenci z
rozpoznang przed laty celiakig, ktdrzy nie spetniajg kryterium genetycznego rozpoznania, czesciej niz

grupa kontrolna majg pierwotny niedobdr laktazy.

Pismiennictwo (str. 94-113 ) zawiera 442 pozycji literaturowych. Pismiennictwo jest bardzo

starannie opracowane, cytowane jest w pracy doktorskie] wedtug kolejnosci omawianego problemu.

Oceniana praca doktorska lek. med. Marka Kowalskiego jest oryginalng praca badawcza.
Dotyczy waznego zagadnienia klinicznego, jakim jest choroba trzewna. Choroba o ztoZone] etiologii,
réznorodnosci objawdw klinicznych, budzaca nadal problemy diagnostycznych i terapeutycznych. Po
raz pierwszy opisana zostata poprzez Wilhelma-Karela Dickego w 1950 roku, od tego okresu jest nadal
tematem wielu badan naukowych, z uwagi na wszelaka réznorodnosci. Majac na uwadze zmieniajace
sie w czasie wytyczne diagnostyczne, autor poddat analizie weryfikujgcej grupe chorych z
rozpoznaniem choroby trzewnej  w latach 1980 — 2010, po zastosowaniu wytycznych z 2020 z
uwzglednieniem kryterium genetycznego, u 19 chorych z 57 z rozpoznang wczesniej chorobg trzewng

— podwazono pierwotne rozpoznanie.

Doktorant, poddat analizie réwniez wystepowania objawdw klinicznych w badanej grupie chorych w
zaleznosci od popetniania swiadomych lub nieswiadomych bieddw dietetycznych oraz ocenit czystosc
wystepowania schorzen wspdétistniejgcych, ze szczegdlnym uwzglednieniem niedoboru laktazy. Lek.
med. Marek Kowalski, u wigkszosci chorych stwierdzit niedobar laktazy, z tego az 55% maito pierwotny
niedobdr laktazy ocenianej testem genetycznym (ocena wariantéw genow LCT). Na uwage zastuguje
ostatni wniosek pracy stwierdzajacy ze, pacjenci z rozpoznang przed laty chorobg trzewna, ktérzy nie
spetniajg kryterium genetycznego rozpoznania, czesciej niz grupie kontrolnej majg pierwotny niedobor

laktazy.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze w dostepnej literaturze podobna analiza byt tylko przeprowadzona na grupie

chorych pediatrycznych, bez uwzglednienia mozliwoéci wystepowania pierwotnego niedoboru laktazy.
Doktorant jasno przedstawita cel swoich badan, ktdory w petni zrealizowat.

W tej bardzo dobrze zaplanowanej i wykonane] pracy lek. Marek Kowalski, przedstawit bardzo
doktadnie i wiarygodnie wyniki swoich badan, ktdre jednoznacznie potwierdzajg wysuniete przez

niego wnioski. Uzyskane wyniki posiadajg duze znaczenie nie tylko poznawcze, ale takze praktyczne,



Praca napisana jest poprawnym jezykiem polskim, wyniki badan sg udokumentowane i
przedstawione w postaci dobrych technicznie tabel i rycin, dyskusja jest prawidtowo przeprowadzona,

a wnioski trafne, co Swiadczy o dojrzatosci doktoranta i umiejetnosci prowadzenia pracy naukowe;j.

Przed podsumowaniem oceny cheiatabym podac kilka uwag:

* W rozdziale Pismiennictwo jest 442 pozycie !! Jest to znaczacy nadmiar pismiennictwa —
wymagajgcy weryfikacji — Doktorant musi poprawi¢ umiejetnosé korzystania z pismiennictwa.

* Bark informacji o uzyskanej zgodzie Komisji Bioetycznej — zwykle powinna sie znajdowaé w
Materiat i metody.

> Doktorant uzywa starego nazewnictwa PBC- pierwotna marskos¢ zéfciowa watroby ( np.
strona 11i 13) od 2015 obowigzuje pierwotne zapalnie drog zotciowych.

*> Dla okreslenia rysunek — lepsze jest okreslenie ryciny dia przedstawianych érednich.

¥ Umieszczony podpis ryciny 9 jest niepetny — brak oznaczenia dla grupy kontrolnej.
= Dyskusja strona 74- . u 10 (26,3%) pacjentéw w grupie badane]j ? ( ktdrej 1 czy 27), wykazano
wspdtistnienie innych...

Powyzsze uwagi podatam z obowigzku recenzenta. By¢ moze bedg one pomocne Doktorantowi
przy przygotowywaniu ewentualnych publikacji. Pragne jednak podkresli¢, ze uwagi te w zadnym
stopniu nie obnizajg wartosci ocenianej niezwykle interesujgce] | waznej pracy badawczej, jaka podjat
sie przeprowadzic | przedstawi¢ w formie pracy doktorskiej autor. Warto$¢ tej pracy polega bowiem
na starannym zaplanowaniu zagadnienia badawczego, poprawnym przygotowaniu grup chorych,
sumiennym wykonaniu badarn i starannym przeanalizowaniu wynikdw, przejrzystym ich

przedstawieniu | wartosciowym przedyskutowaniu z uwzglednieniem dostepnego pismiennictwa.

W podsumowaniu uwazam, ze rozprawa doktorska lek. Marka Kowalskiego spetnia formalne
wymagania okreslone w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym, w zwigzku z powyzszym
przedktadam Wysokiej Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi wniosek o

dopuszczenie lek. Marka Kowalskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. med. Danuta Owczarek
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