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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Czajkowskiej
pt. ,,Zmiany skladu mikrobiomu jelitowego, poziomu markeréw enterotoksyny i
metabolitéw bakteryjnych w przebiegu nowotworéw u myszy”

wykonanej w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk
w Zaktadzie Immunologii Chordb Zakaznych
Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej
pod kierunkiem dr hab. Bogumily Szponar, prof. IITD

Recenzja zostata wykonana w oparciu o uchwate Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda podjeta na 192  posiedzeniu,
przeprowadzonym w dniu 1 marca 2018 roku w zwigzku przewodem doktorskim pani mgr inz.
Aleksandry Czajkowskiej wszczgtym w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne. Recenzja uwzglednia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2018, poz. 1668 z pdzn.
zmianami).

Dobér i znaczenie tematu

Rosngca dynamicznie, zwlaszcza w ostatnich latach, liczba chorych na choroby
okreslane mianem cywilizacyjnych, sktania naukowcéw do badan majgcych na celu
wyjasnienie ich podloza. W tym kontekscie coraz czesciej badana jest rola mikrobioty
jelitowe;j. Jej udziat w regulacji wielu zaburzen metabolicznych jest bezsporny. W komunikacji
mikrobioty jelitowe] z organizmem cztowieka kluczowa rol¢ odgrywajg produkty metabolizmu
bakterii oraz sktadniki ich bton komdrkowych. Rodzaj i ilo$¢ zwigzkdéw uczestniczgcych w
utrzymywaniu homeostazy zalezy zatem m.in. od sktadu drobnoustrojow zasiedlajacych jelita,
ktory niestety cechuje si¢ duza zmiennoscig. Zmiany mikrobioty jelitowej sg szczegdlnie silne
podczas toczacych si¢ w organizmie procesow zapalnych. Monitorowanie zmian sktadu i
aktywnos$ci mikrobioty jelitowej moze by¢ zatem zrodiem informacji o kondycji organizmu
czlowieka oraz rokowan w przypadku wystgpienia w nim stanow chorobowych. Aby jednak
ocena stanu mikrobioty jelitowej mogta by¢ wykorzystana do celow diagnostycznych,
niezbedne jest zebranie szczegolowych danych na temat jej zmian podczas proceséw
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chorobowych oraz ustalenie/opracowanie markeréw do ich wykrywania. Instygujaca jest
réwniez mozliwo$¢ manipulowania skfadem mikrobioty jelitowej, chocby za pomoca diety i
poprzez to tagodzenia stanéw zapalnych przewodu pokarmowego zwigkszajgecych ryzyko
rozwoju nowotwordw. W taka wiasnie problematyke, wpisuje si¢ rozprawa doktorska pani mgr
inz. A. Czajkowskiej. Ze wzgledu na charakter i kierunek podjetych w niej badan, stanowi ona
doskonate uzupelnienie obecnego stanu wiedzy na temat roli mikrobioty jelitowej w
kancerogenezie nowotworu jelita grubego oraz czynnikdéw oddzialujacych na jej przebieg. Ma
ona rowniez zarysowany potencjal aplikacyjny, na co zwroce uwage w dalszej czesci recenz;ji.

Ocena strony formalnej pracy i uwagi ogdlne

Praca doktorska pani mgr inz. Aleksandry Czajkowskiej jest obszernym opracowaniem,
ztozonym z 211 stron maszynopisu. Przedstawiono w niej bardzo bogaty i jednoczesnie
wielowymiarowy material wynikowy, ktéry moze by¢ przedmiotem kolejnych interesujgcych
analiz. W pracy zamieszczono 56 tabel oraz 62 rysunki, na ktore sktada si¢ 50, niejednokrotnie
zlozonych wykreséw, 7 klasycznych rysunkéw, 4 schematy, 1 fotografia oraz 1
nienumerowany rysunek (str. 101). Struktura rozprawy jest typowa dla prac o charakterze
doswiadczalnym. Rozprawa jest podzielona na 9 rozdziatow, w ktérych przedstawiono
przeglad literatury (wstep), cel pracy, materiaty i metody badawcze, omdéwienie wynikow
badan, dyskusje, wnioski oraz spis literatury. Oprdcz tego w rozprawie zamieszczono
streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim, krotkie wprowadzenie oraz wykaz
stosowane]j aparatury. W mojej ocenie percepcje tresci pracy utatwitby dodatkowy wykaz
skrotow, zwlaszeza tych wprowadzonych na potrzeby pracy (np. DC, DW, DS, P, DJ, DJ-DS,
DJ-DW, K-DS, itp.). W dysertacji zacytowano 279 pozycji literaturowych, w wiekszosci z
ostatniej dekady. Pozycje bibliograficzne zostaly starannie wyselekcjonowane, cho¢ wedlug
mnie udziat prac opublikowanych po 2020 roku, zwtaszcza eksperymentalnych, moégt by¢
troche wigkszy. Odnos$niki literaturowe sa umieszczone prawidtowo, natomiast znajdujgce sie
w tresci pracy odsytacze do tabel, rysunkdéw oraz rozdziatéw, nie zawsze poprawne (np. str. 78;
»rozdz. 2.3.2.5, rozdz. 3.8” — w pracy nie ma wymienionych rozdziatow). Tytut pracy jest
zwiezly 1 dobrze odzwierciedla jej tres¢, a zwilaszcza kierunek przeprowadzonych badan.
Geneza pracy jest dobrze wyjasniona i bezposrednio powigzana z celem badan, ktory jednak w
mojej ocenie mozna bylo lepiej sformutowaé. W czgséci doswiadczalnej pracy najwazniejsze
wyniki i zwigzane z nimi konkluzje zostaly wyraznie uwypuklone (podane w formie
podsumowania na koncu kazdego podrozdzialu). Rozprawa jest dobrze przygotowana od
strony graficznej, chociaz dla wigkszej czytelnosci niektdre wykresy mogly by¢ troche wieksze
(nie wszystkie dane na wykresach, zwlaszcza kotowych, sag widoczne i poprzez to mozliwe do
analizy). Poza tym tabele i wykresy sa czgsto zamieszczone w pracy kilka stron po ich opisie
(np. strona 23 zawiera opis tabel 1-3 zamieszczonych dopiero na stronie 26, odwotanie do
tabeli 4 jest na stronie 27, a sama tabela na stronie 31, itd.). Zauwazam rowniez, ze doktorantka
omawiajagc wyniki badan dysertacyjnych (prawdopodobnie przez ostroznosé) uzywa
nietypowych okreslen: ,,nasze badania”, ,stwierdziliémy”, ,,zastosowaliSmy”, ,,uzyskalismy”,
itp., zamiast np. formy bezosobowej: przeprowadzone badania, zastosowano, stwierdzono,
uzyskano. W pracy znajduje si¢ tez sporo bledow edytorskich i stylistycznych, a dwa
rozdziaty: 6.3.7 1 6.3.8 maja identyczny tytul. Ponadto tytuly rozdziatéw, przede wszystkim
metodycznych i wynikowych, niepotrzebnie sg az tak dlugie (powielajg informacje zawarte w
rozdzialach gtownych), a w sposobie ich tworzenia brakuje konsekwencji (stosowania
przejrzystego schematu i takiej samej nomenklatury).

Podsumowujac stwierdzam, ze mimo pewnych niedociggnie¢ rozprawa mgr inz.
Aleksandry Czajkowskiej pod wzgledem formalnym spetnia wymagania stawiane dysertacjom
na stopien naukowy doktora, tj. ma charakter eksperymentalny i zawiera komplet wymaganych



rozdzialéw. Ponadto stanowi zwartg catos¢ i jest napisana poprawnym, chol nie zawsze
precyzyjnym jezykiem.

Ocena merytoryczna pracy

Recenzowana praca autorstwa mgr inz. Aleksandry Czajkowskiej koncentruje sie na
badaniu zmian zachodzacych w skladzie i aktywnosci mikrobioty jelitowej podczas
indukowanych u myszy procesow nowotworowych. Dodatkowo pokazuje jaki wplyw na
mikrobiote jelitowa, a poprzez to i przebieg procesu zapalnego zwigzanego z kancerogenezg
ma zwigkszenie udziatu w diecie btonnika pokarmowego.

Prace rozpoczyna 38 stronicowy wstep literaturowy, ktory dobrze wprowadza
czytelnika w problematyke¢ rozprawy. Zauwazam, ze jego baza byla praca Czajkowska i
Szponar (2018); Postepy Hig. Med. Dosw. 72:131-142. Wstep literaturowy sklada sie z
czterech podrozdzialdéw. Najpierw krotko oméwiono w nim sktad i role mikrobiomu
jelitowego. Pokazano interakcje zachodzace pomigdzy mikrobiotg jelitowa, a ukladem
odpornosciowym gospodarza, silnie akcentujgc w nich udzial krétkotancuchowych kwasow
tluszczowych (SCFA) oraz  lipopolisacharydéow (LPS) $ciany komoérkowej bakterii
gramujemnych. Informacje te w potaczeniu z danymi dotyczacymi czynnikoéw wplywajgcych
na przebieg kancerogenezy, dodatkowo podkreslity znaczenie badan mgr inz. A. Czajkowskiej
oraz trafno$¢ wyboru SCFA i 3-hydroksylowych kwaséw tluszczowych (3-OHFAs) jak
swoistych biomarkerow. Nastepnie przedstawiono szlaki biosyntezy SCFA. Zwrdcono tez
uwage na mozliwos¢ transformacji SCFA w jelitach (zjawisko cross-feeding) oraz problemy
analityczne zwigzane z okresleniem rzeczywistego poziomu produkcji tych zwigzkéw w
przewodzie pokarmowym. Ponadto doktadnie omoéwiono budowe LPSu, jego immunogennos$é
oraz znaczenie w badaniach nad kancerogeneza. Przedstawiono tez modele i metody stosowane
do oceny stanu mikrobiomu jelitowego, w tym metody posrednie. Weryfikacja ich
przydatnosci jako narzedzia diagnostycznego do monitorowania przebiegu procesow
nowotworowych stala si¢ tez dodatkowym celem badan dysertacyjnych. Tre$¢ catego
przegladu literaturowego wskazuje na dobre przygotowanie merytoryczne mgr inz. A.
Czajkowskiej do pracy eksperymentalnej. Dane zebrane w czesci teoretycznej pracy zostaty
ponadto wykorzystane do zaplanowania zasadniczych badan, tj. pozwolily na wybranie
dobrych modeli badawczych, biomarkerdéw oraz narzedzi analitycznych.

Do monitorowania zmian zachodzacych w sktadzie i aktywnosci mikrobioty jelitowe;j
wybrano mysi model nowotworu prostaty (podskorny) i jelita grubego (podskdérny i
dojelitowy), a jako dodatkowe biomarkery - SCFA (metabolity mikrobioty jelitowej) oraz 3-
OHFAs o diugosei tancucha 10-18 atomdéw C (komponenty lipidu A). Ich poziom oznaczano
chromatograficzne stosujac odpowiednio techniki HPLC i GC-MS. Dodatkowo z
wykorzystaniem testow ELISA oznaczano poziom receptoréw wigzacych wolne kwasy
ttuszczowe: GPR43 1 GPR109A, poziom produktéw deacetylazy histonowej (HDAC) oraz
szesciu cytokinin pro- i przeciwzapalny (TNF-a, 11L-10, [FN-y, IL-6, IN-12/11-23, IL-17A).
Dokfadny sktad taksonomiczny mikrobioty jelitowej w pierwszych eksperymentach okreslano
z zastosowaniem spektrometrii mas MALDI-TOF, a nastepnie wykonujgc NGS. Opis ww.
metod analitycznych jest doktadny, cho¢ w niektérych fragmentach wedlug mnie przydatyby
si¢ jeszcze dodatkowe odwotlania literaturowe, np. dotyczgce profili 3-OHFAs
charakterystycznych dla poszczegélnych - analizowanych w pracy rzedéw bakterii. W
rozdziale ,,Materiaty i metody” dostrzegam tez inne drobne niedociagnigcia. Brakuje w nim np.
informacji o pochodzeniu a-celulozy 1 skrobi ziemniaczanej. Charakterystyka tych produktow
mogtaby pomoc w zrozumieniu ich dziatania oraz by¢ kluczem do wyjasnienia niektérych
pozornie atypowych zjawisk, zarejestrowanych w pracy. W opisie sposobu wykonania badan
(str. 56) oraz dyskusji wynikéw (str. 177) znajduje si¢ jedynie wzmianka o tym, ze testowang



skrobig ziemniaczang byta ,,w znacznym stopniu oporna na trawienie skrobia typu 2”. Z tresci
pracy oraz zalgczonych schematéw (rys 8-10) wynika, ze SCFA w do$wiadczeniach
przeprowadzonych z wykorzystaniem modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP,
oznaczono zaréwno w prébkach katu, jak 1 surowicy. W rozdziale 4.7 pt. ,,Oznaczanie SCFA
...” brakuje wiec informacji dotyczacych detekcji SCFA w surowicy. Dla wigkszej precyzji
warto bylo réwniez wyjasni¢ rdéznice pomiedzy oznaczanymi 3-OHFAs (symbole i i nC...)
oraz omowi¢ sposéb pobierania tkanek do analiz. 7Z opisu metodyki badan nie wynika tez
jednoznacznie ile probek pobierano do poszczegdlnych badan (zwlaszcza tkanek) oraz czy
wykonywano powtdrzenia techniczne. Takie informacje powinny by¢ podane nie tylko w
metodyce, ale i zatgczone do prezentowanego materialu wynikowego (n, $rednia, odchylenie
standardowe). Bez nich trudno jest bowiem oceni¢ wage odkry¢ doktorantki. Wyjasnienia
wymagaja nie tylko kwestie dotyczgce jednorodnosci/zréznicowania badanego materiatu, ale i
pominiete w metodyce zagadnienia dotyczace, np. sposobu monitorowania ,,wzrostu guzow
nowotworowych”. W pracy co prawda nie podano wynikéw takich pomiardw, ale wielokrotnie
wspominano o nich w opisie wynikéw i dyskusji, podkreslajac ich zwiazek z oznaczonymi
parametrami. Silnie akcentowano tez, ze ,,wykryte korelacje byly najbardziej widoczne w
okresie najwiekszego rozrostu guzow nowotworowych”. Szkoda, ze w pracy nie zamieszczono
choéby zdje¢ dokumentujacych ww. obserwacje. Ciekawig mnie réwniez kwestie dotyczgce
Smiertelnosci oraz ogoélnej kondycji zdrowotnej myszy w trakcie eksperymentdéw (czy miata
ona przetozenie na wyniki wykonywanych oznaczen?). Kolejna niescisto$¢ dotyczy analizy
zmiennosci mikrobioty jelitowej. Zauwazam bowiem, ze doktorantka na podstawie wynikow
oznaczen  jakosciowych (MALDI-TOF MS i NGS) orzekala o  zmianach
liczebnosci/liczby/licznosci  wykrytych grup bakterii. Przyktadowo podawala, ze .,...
nastepowat spadek liczebnosci ...”, stwierdzono wzrost ...”, czy, ze ,,Obecnos¢ celulozy w
paszy promowata wzrost Akkermansia mucinphila 1 hamowata wzrost Lactobacillus reuterii”
(wniosek 5). W rzeczywistosci rejestrowano jedynie zmiany uktadu/profilu mikrobioty
jelitowe] oraz proporcji wchodzacych w jej sktad - wybranych grup bakterii. Wnioskowanie
doktorantki dotyczgce zmian liczebnosci wskazanych bakterii jest wiec jedynie iluzoryczne
zwlaszcza, ze nie zostalo ono poparte analizg zmian biordéznorodnosci mikrobiomu jelitowego.
W tym miejscu nasuwa mi si¢ kolejne pytanie: czy na wykresach (Rysunek 20) przedstawiono
wszystkie wykryte typy bakterii? W kontekscie analizy gtéwnych skladowych badanych
mikrobioméw wyjasnienia wymaga réwniez rysunek 23. Co oznaczajg zamieszczone na nim
skréty? Nie udato mi si¢ tez rozszyfrowaé skrotow: etap 0, 11 II zamieszezonych na rysunkach
45 1 52. Mam jJeszcze kilka drobnych uwag nurty techniczno-jezykowej. W calej pracy
niepotrzebnie powtarzane sg pelne nazwy metod i/lub scalane ze skrétami, np. ,testy
immunoenzymatyczne ELISA”, zamiast po prostu testy ELISA, ,,sekwencjonowanie NGS”,
zamiast NGS, ,,analiza z zastosowaniem spektrometrii mas MALDI-TOF MS”, zamiast tylko
analiza MALDI-TOF MS. Poza tym w pracy niekiedy rzgdy bakterii, sg blednie nazywane
typami (np. str. 112). Zastanawiam si¢ tez jakie znaczenie ma kolorystyka zastosowana do
markowania danych w tabelach, ktora jak sadz¢ miata pomoc w analizie danych (nie znalaztam
klucza do niej).

Dalsze uwagi dotycza rozdziatu pt. ,,Cel pracy”. W mojej ocenie przedstawiony w nim
cel pracy nie odzwierciedla w pelni istoty przeprowadzonych badan; nie pokazuje ich ukladu
oraz silnego powigzania analizowanych czynnikéw (ich hierarchii). Wkradt sie tez do niego
blad, poniewaz w pracy nie badano interakcji (odziatywan) tylko korelacje (powigzania)
pomiedzy badanymi parametrami, a w zasadzie starano si¢ ustali¢ czy w ogole one istniejg. Z
uwagi na zlozonos¢, wieloaspektowos¢ i wielowymiarowos$é przedmiotowej pracy oraz,
budzacy moj szczery szacunek, ogrom wykonanych analiz, dobrym rozwigzaniem byloby
wydzielenie zadan badawczych. Zawarta w celu pracy hipoteza badawcza, mogla by¢ tez
podana w postaci odrgbnego zapisu tym bardziej, ze to wlasnie niej podporzgdkowane byty



badania dysertacyjne (ustalenie czy istnieja korelacje pomiedzy ... , czy istnieje mozliwosé
wykorzystania zaproponowanych w pracy oznaczen do badania zmiennosci mikrobiomu
jelitowego, a przez to i ..., w jaki sposob dieta wysokobtonnikowa wplywa na ..., czy stan
zapalny ma przetozenie na ... itp.).

Pragne jednoczes$nie zaznaczy¢, ze powyzsze uwagi w zaden sposob nie neguja zalozen
badan, ani tym bardziej nie podwazajg ich zasadnosci. Majg jedynie na celu wyjasnienie
zasygnalizowanych zagadnien.

Rezultaty badan bedacych podstawa dysertacji, zostaty przedstawione w 40 tabelach
oraz na 46 wykresach, ztozonych w sumie z az 146 mniejszych. Zauwazam jednak, ze te same
dane zostaly zamieszczone w tabelach oraz na wykresach (ich tytuty sg nawet identyczne). Co
wiece], wykresy przygotowano w kilku ujeciach; zestawiono na nich ,,surowe” wyniki oraz
wyniki poddane obrobce statystycznej z wykorzystaniem roznych testow. Fakt ten bardzo
utrudnia analizg i tak niebotycznej ilosci danych. Dla wigkszej przejrzystosci ,,surowe” wyniki
oznaczeh mozna przenies¢ do zalacznika, a w czgéci wynikowe] pracy zamiesci¢ jedynie
wykresy z danymi bedacymi przedmiotem wnioskowania. Stabym punktem pracy jest opis
wynikéw analizy statystycznej. Jest w nim szereg niedoméwien oraz skrétéw myslowych
przez co w wielu miejscach jest on mato czytelny. Przyktadowo, str. 80 ,,Poréwnanie stezenia
markerow LPS na poziomie rzedow wykazalo, ze myszy z nowotworem w obu grupach
(TAMP-C1 i1 TAMP-C2) charakteryzowato istotnie nizsze st¢zenie markerow, czy str. 87 ,\ W
tabelach (Tab. 22,23,24) wykazano istotne statystyczne réznice migedzy rodzajami”. Autorka w
pracy wspomina tez (str. 170) o dodatkowych ,,wewnetrznych korelacjach”? Poza tym w pracy
nie wyjasniono skrétow R, t(N-2). Krzywych regresji nie opisano modelami matematycznymi,
nie podano tez wspdlczynnikéw ich dopasowania. Sposéb omawiana wynikéw
przeprowadzonych analiz statystycznych ograniczono jedynie do stwierdzania czy korelacja
jest ujemna czy dodatnia. Nie zwrdcono natomiast uwagi na warto$¢ wspdlezynnikow
korelacji, przez co pomini¢to wiele intersujacych kwestii. Wedtug mnie dobrym uzupelnieniem
materialu wynikowego moglaby by¢ ocena gradacji wplywu czynnikéw uznanych za istotne na
sktad mikrobiomu jelitowego i przebieg badanych proceséw nowotworowych.

Czes¢ wynikowa dysertacji sktada sie z trzech podrozdzialéw. W pierwszym z nich
przedstawiono wyniki badan przeprowadzonych na mysim modelu nowotworu proststy. By
dobrze oceni¢ wplyw kancerogenezy na sklad i aktywnos$¢ mikrobioty jelitowej, myszom
zaaplikowano komorki nowotworowe o réznej inwazyjnosci (TRAMP-C1 i TRAMP-C2).
Przeprowadzone badania potwierdzily istnienie zwiazku na osi mikrobiota jelitowa-system
immunologiczny-prostata. Zmianom hodowlanej mikrobioty jelitowej (identyfikowanej
metodg MALDI-TOF MS), poglebiajacym si¢ wyraznie w miar¢ rozwoju choroby,
towarzyszyt wzrost stgzenia kwasu mastowego, octowego i propionowego w kale oraz spadek
zawartosci 3-OHFAs typowych dla Bacterioidales i Fusabacteriales. Co ciekawe w modelu
tym nie stwierdzono w kale istotnych zmian st¢zenia 3-OHFAs Enterobacteriales, zwykle
wigzanych z przebiegiem procesu zapalnego. Dostrzezone przez doktorantke i dobrze opisane
w dyskusji wynikéw mankamenty ww. badan byly bodzcem do zaplanowania kolejnych, duzo
bardziej ztozonych eksperymentdéw. Przeprowadzono je tym razem w modelu nowotworu
zwigzanego bezposrednio z ukladem pokarmowym, tj. nowotworu jelita grubego. Komorki
nowotworowe MC38/EGFP i w tym przypadku podano myszom podskérnie. Zmiany
mikrobiomu jelitowego badano wykonujgc NGS oraz MALDI-TOF MS. Dodatkowo
zawartos¢ SCFA 1 3-OHFAs oraz ich profil oznaczono w surowicy. Poza tym by wptynaé na
kierunek 1 wielkos¢ zmian zachodzacych w mikrobiomie jelitowym podczas procesu
zapalnego, do uktadu do$wiadczalnego wprowadzono dodatkowg zmienng. Byta nig zawartosé
a-celulozy w paszy; podwyzszono jg ze standardowego poziomu 5 do 20%. Zmienna ta
okazala si¢ by¢ kluczowa dla przebiegu dalszych badan. Tak rozbudowany uklad
doswiadczalny wedlug mnie dowodzi ambicji naukowych doktorantki i jej promotora oraz



wyraznie wskazuje na ich zdefiniowane dgzenia poznawcze, zwieficzone zresztg sporym
sukcesem. Dzieki ww. badaniom udato sie m.in. stwierdzi¢, ze modyfikacja diety modulowata
ukfad mikrobioty jelitowej silniej niz sam proces nowotworowy. Przykladowo, zwiekszala w
mikrobiomie jelitowym myszy 2z nowotworem MC38/EGFP udzial Bacterioidetes i
Akkermansia muciniphila, natomiast obnizala Firmicutes w tym Lactobacillus reuterii.
Skutkowala tez zwickszeniem w kale st¢zenia kwasu mlekowego i mastowego. Podobnych
zmian nie obserwowano w surowicy, prawdopodobnie z uwagi na dysfunkcje przewodu
pokarmowego spowodowang toczgeym si¢ procesem nowotworowym, ktéry jednoczesnie
wyraznie zmienil profil SCFA. W tym miejscu zastanawia mnie, siegajgcg nawet 107 razy,
roznica pomigdzy stezeniem kwasu mlekowego (I.A) w kale i surowicy. Dlaczego w surowicy
LA bylo az tak duzo i jednoczesnie zdecydowanie wigcej niz pozostalych SCFA? Nie do konca
przemawia do mnie tez wyjasnienie doktorantki dotyczgce przewagi badania kahu nad surowicg
w konteks$cie oceny kondycji mikrobiomu jelitowego tym bardziej, ze to wlasnie w
parametrach oznaczanych w surowicy, bardziej widoczne byly nieprawidlowosci zwigzane z
jego funkcjonowaniem (metabolizmem SCFA). Interesujgcych danych dostarczyla analiza
zawartosci 3-OHFAs (markerow LPS). Doprowadzila ona do stwierdzenia, Zze zwiekszenie
podazy celulozy obniza, zarowno w kale jak i w surowicy, stezenie 3-OHFAs wszystkich
badanych bakterii gramujemnych, jednak najbardziej Bacteroidales. Pomiedzy 15, a 30 doba
badan, tj. w ,okresie intensywnego rozwoju guzéw”, dodatkowo we wszystkich grupach
obserwowano podwyzszenie poziomu badanych markeréw LPS. Zjawisko to wykrywano
jednak jedynie w kale, stad ciekawi mnie dlaczego doktorantce ,,Wydaje si¢, ze translokacja
bakterii patogennych ze $wiatla jelita do krwioobiegu u zwierzat chorych byla znacznie
zwigkszona podczas stosowania paszy standardowej ...” (str. 119). Tego przypuszczenia nie
potwierdzajg dane zestawione w tabeli 34 (poziom markerow jest tam relatywnie staly).
Uzupetnieniem ww. badan sg wyniki MALDI-TOF MS (zamieszczone na korficu rozdziatu
6.2). Niestety jeszcze bardziej skomplikowaly one obraz zmian zachodzgcych w badanym
ukladzie. W opisie wynikow identyfikacji MALDI-TOF wspomniano, Ze 23 izolaty byly
wspolne dla wszystkich prébek. Nie wymieniono ich jednak, ani nie zaznaczono w tabeli 39.
Zwieficzeniem ocenianej pracy sg bardzo ambitne badania przeprowadzone na modelu
nowotworu jelita grubego (MC38/0) indukowanego podskoérnie 1 dojelitowo. W badaniach tych
doktorantka $wietnie wykorzystata zdobyte doswiadczenia. Wskazuje na to choéby
zaproponowany przez nig rozbudowany 1 bardzo dojrzaly naukowo model badawczy.
Dotychczasowe badania uzupelnita bowiem o analize dodatkowych markeréw procesdéw
zapalnych. Poprzez to starata si¢ jeszeze lepiej wyjasnié rolg zmian mikrobioty jelitowej oraz
jej metabolitbw promowaniu i supresji nowotworu jelita grubego. Oprocz tego shusznie
zmienita zroédto blonnika pokarmowego na skrobig typu 2 oraz rozszerzyla pule analizowanych
SCFA. W ten sposob udalo si¢ jej zarcjestrowac szereg ciekawych i czesto zaskakujgcych
zjawisk. Podjela tez probe wyjasnienia ich zwigzku z dieta, lokalizacjg nowotworu oraz jego
stadium. Z uwagi na zlozony uklad eksperymentéw oraz duza dynamike zmian badanych
parametrdw, analiza zebranego materialu wynikowego byta bardzo trudna, a wnioski bedace
ich wypadkowa nie zawsze niejednoznaczne, a nawet mozliwe do sformulowania.
Przyktadowo, w surowicy myszy z nowotworem wszczepionym dojelitowo. niezaleznie od
sposobu zywienia, pomiedzy 9, a 20 doba badan (a nie jak podano w pracy w 20 i 35 dniu)
stwierdzono wysoki poziom prozapalnych cytokinin — 11.-17 oraz 1L-12/17, a u myszy z dietg
wysokobtonnikowa réwniez INF-y 1 IL-10 o dziataniu przeciwzapalnym. Poziom wickszosci
prozapalnych cytokinin byl przy tym wyzszy w grupach zywionych pasza wysokoblonnikows.
W tym miejscu doceni¢ pragne prace jakg doktorantka wlozyta w poszukiwanie korelacji
pomigdzy SCFA, 3-OHFA, poziomem receptoréw GPR43 i GPR109A oraz cytokinin. Musze
sie tez przyznaé, ze geneza parowania ze sobg niektérych czynnikéw nie byla dla mnie jasna.
Dobrze jednak, ze w tym zakresie doktorantka wykazata odwage naukowsg i sporg



kreatywnos$cig. Dzigki temu udato si¢ jej wykry¢ szereg pozornie niemozliwych korelacji.
Sporym zaskoczeniem byta dla mnie tez ilo§¢ wykrytych powigzan. Dowodzi to najlepiej z jak
trudnym materialem wynikowym przyszio si¢ doktorantce mierzy¢. Przedstawiony w
dysertacji materiat wynikowy, mimo czasu jaki uptynat od zakonczenia eksperymentow, moze
by¢ nadal punktem wyijscia do kolejnych ciekawych badan. Wedlug mnie to jego ogromny
atut. Przykladowo daje on mozliwos¢ szukania korelacji pomigdzy kolejnymi,
nieuwzglednionymi czynnikami, takimi jak np. stadium choroby, czy profil mikrobioty. Moze
by¢ on réwniez przeanalizowany w uktadach wieloczynnikowych z wykorzystaniem
nowoczesnych narzedzi bioinformatycznych.

Wiyniki badan dysertacyjnych mgr inz. A. Czajkowska poddata analizie w odniesieniu
do dostepnej literatury. Z merytorycznego punktu widzenia dyskusja wynikow zostata
przeprowadzona poprawnie. Doktorantka nawigzata w niej do wynikow badan innych autorow
o podobnym charakterze. Na tle badan innych autorow mogla jednak silniej zaakcentowaé
swoje odkrycia oraz pokazac, ktore z nich wymagajg dalszych badan (np. ekspresja GPCRs).
Brak zarysowania dalszego kierunku badan zwigzanych z przedmiotem pracy, oczywiscie w
zaden sposob nie umniejsza wartosci dokonan naukowych doktorantki.

Podsumowaniem dysertacji jest 8 wnioskdéw. Niektore z nich wedtug mnie wymagaja
doprecyzowania. Przyktadowo wnioski 1 1 2 w formie zamieszczonej w pracy wydajg sie
sprzeczne. Nie wynika z nich jednoznacznie, ktory z czynnikow silniej modulowat sktad
mikrobioty jelitowej - dieta, czy proces nowotworowy oraz czy zmiany indukowane przez
diete wysokoblonnikowa byly korzystne. Wnioski 4 1 6 wymagajg takze przeformatowania —
podkreslenia wptywu zrodta blonnika na kierunek oddziatywan. Wniosek 8 (zwazywszy na
duzg zmienno$¢ wynikéw) warto ztagodzi¢ - podkreslic w nim jedynie potencjal wynikdéw
badan (potwierdzity vs. mozliwo$¢ wykorzystania). Moze warto takze wspomnie¢ jakie
doktadnie korelacje maja najwicksze znaczenie praktyczne oraz w formie dodatkowego
whniosku przedstawi¢ odkrycia zwigzane ze zmianami mikrobioty jelitowej oraz ,,procesami
zapalnymi”.

Na koniec pragne jeszcze raz zaznaczy¢, ze wszystkie poczynione przeze mnie uwagi
nie dotycza kwestii o istotnym znaczeniu merytorycznym. Majg one jedynie forme luznych
refleksji, sugestii 1 pytan, ktére zostaly podyktowane ciekawoscig recenzenta oraz checig
wywolania dyskusji z doktorantka.

Reasumujgc, cala dysertacje oceniam wysoko. Doceniam trud wniesiony w jej
powstanie, zakres 1 jako$¢ przeprowadzonych prac  eksperymentalnych  oraz
wielokierunkowos¢ podejs¢ do analizowanego zagadnienia. Doktorantka osiggneta zatozone
cele badawcze uzyskujac wyniki o znacznej wartosci poznawczej. Jej praca jest dobrym
uzupetnieniem wiedzy temat zwigzku kondycji mikrobioty jelitowej z procesami zapalnymi
towarzyszacymi kancerogenezie. Dodatkowo zaproponowane w niej szybkie i nieinwazyjne
badania majg potencjat diagnostyczny.

Whioski koficowe

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Aleksandry Czajkowskiej pt. ,,Zmiany sktadu
mikrobiomu jelitowego, poziomu markerow enterotoksyny i metabolitow bakteryjnych w
przebiegu nowotworéw u myszy”, spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym w zakresie nauki (tj. Dz.U. 2017. poz.1789). Na tej
podstawie wnosz¢ do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o dopuszczenie Autorki rozprawy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.




