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Zaktad Mikrobiologii

Wydziat Nauk Biologicznych

Uniwersytet Wroctawski

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Michat Jerzy Ochnik
Tytut rozprawy: ,Analiza wspodizaleznosci stanu zapalnego przyzebia i choroby Alzheimera
- rola czynnikéw zakaznych oraz aktywacji i odpowiedzi obwodowych komdrek
odpornosciowych”
promotor: dr hab. Egbert Piasecki, prof. PAN
promotor pomocniczy: dr hab. Marta Sochocka
Rozprawa doktorska wykonana w Laboratorium Wirusologii
Zaktad Immunologii Choréb Zakaznych
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk

Podstawa prawna: niniejszg recenzje sporzgdzono w oparciu o uchwate Rady
Naukowej Instytutu, z dnia 10 pazdziernika 2024 r. dotyczgcq powotania na
recenzenta rozprawy doktorskiej w postepowaniu o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne
mgr inz. Michata Jerzego Ochnika.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma ukfad typowy dla
eksperymentalnych prac doktorskich. W rozprawie Autor wyrdznit: Streszczenie
(Summary), Wykaz skrotéow, Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki,
Dyskusje, Wnioski koricowe, Przyszte kierunki badan, Bibliografie, Spis rysunkéw,
Spis tabel oraz Dodatek. Rozprawa przygotowana jest bardzo starannie i czytelnie.
Podjety przez Doktoranta temat jest interdyscyplinarny, niezwykle aktualny,
wazny naukowo zarowno dla diagnostyki medycznej, medycyny, immunologii,
bakteriologii, a takze zdrowia publicznego. Podjete badania i otrzymane wyniki
dajq podstawe do prowadzenia przysztych badan. Nalezy wyrdzni¢ poszukiwanie
odpowiedzi na pytania dotyczace przyczyn rozwoju chordb, a w tym przypadku
choroby neurodegradacyjnej, na ktérg nie istnieje skuteczny lek. Nalezy takze
doceni¢ stawianie przez Doktoranta nowych hipotez w oparciu o aktualne dane i
poszukiwanie odpowiedzi na aktualne problemy badawcze.

Hipotezy dotyczace tego, ze infekcje oraz stan zapalny w organizmie mogq
by¢ czynnikami wptywajgcym na rozwdj choroby Alzheimera sugerowane byty juz
od dawna, jednak dopiero rozwoj biologii molekularnej oraz mikrobiologii
molekularnej dostarczyty wiarygodnych dowodow na ich poparcie. W ostatnich
latach zaobserwowano znaczgce zainteresowanie badaczy tq tematykg. W tym
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obszarze badawczym takze osadzone sg badania zaprezentowane w niniejszej
rozprawie doktorskiej. Waznym jest takze podkreslenie, iz w ramach pracy
doktorskiej prowadzone byty badania immunologiczne wyjasniajace role
obwodowych komdrek odpornosciowych i obwodowej wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej w rozwoju choroby Alzheimera, gdyz jak zaznacza Autor
rozprawy, brakuje jednoznacznych wynikéw i wnioskéw w tym obszarze.

Gtownym celem pracy doktorskiej byta analiza wspotzaleznosci pomiedzy
wystepowaniem choroby Alzheimera, zapalenia przyzebia (paradontozy), a
funkcjonowaniem komoérek odpornosciowych. Zatozone cele pracy sg prawidtowe.
Autor rozprawy postawit 5 hipotez badawczych, a podkreslenia wymaga hipoteza
5 (H5) zaktadajaca, iz wspotwystepowanie choroby Alzheimera oraz zapalenia
przyzebia (paradontozy) bedzie wigzac sie z dysbiozg jamy ustnej, ostabiong
odpowiedzig obwodowych komorek odpornosciowych [ wiekszym
ogdlnoustrojowym obcigzeniem prozapalnym w chorobie Alzheimera. W oparciu o
postawione hipotezy Autor rozprawy sprecyzowat szczegoOtowe cele badawcze,
ktorych jest 9. Kluczowe dla prowadzonych badann jest postawione przez
Doktoranta pytanie: Czy obwodowe komorki odpornosciowe, wystawione na
dziatanie patogenéw oraz produktéw metabolizmu ich komérek moga wptywac na
procesy zapalne w mozgu, a nastepnie czy procesy zapalne nasilajg postep
choroby Alzheimera?

Wstep jest opracowaniem teoretycznym wprowadzajacym w eksperymentalng
cze$¢ pracy. Autor omawia w nim zagadnienia dotyczace choroby Alzheimera
uwzgledniajac czynniki ryzyka rozwoju choroby, patofizjologie, role uktadu
odpornoséciowego w przebiegu choroby ze szczegblnym uwzglednieniem stanu
zapalnego mo6zgu. Autor rozprawy przedstawia takze hipoteze infekcyjng rozwoju
choroby omawiajac patogeny uznawane za czynniki ryzyka rozwoju choroby
Alzheimera. Waznym rozdziatem w pracy jest ten poswigcony wptywowi stanu
zapalnego przyzebia (paradontozy) na przebieg i rokowania choroby. Uwazam, ze
Wstep napisany jest intersujqco i swiadczy o bardzo dobrej znajomosci tematyki
przez Doktoranta. Analizujac ten rozdziat rozprawy doktorskiej nasuwa sie jednak
kilka pytan i komentarzy.

= Autor pisze, cytuje: ,W 2019 roku zarejestrowano ponad 500 tys.
przypadkéw, a wedtug prognoz, do potowy wieku liczba Polakdw z demencjq
przekroczy milion oséb". Czy Doktorant posiada bardzie] aktualne dane w
zwigzku z tym, iz mamy rok 2025, a dane do pracy doktorskiej zostaty
zaczerpniete z raportu z roku 2022. Czy sq juz dostgpne bardziej aktualne
informacje?

» Jaka jest opinia Doktoranta o obecnie prowadzonych badaniach nad
przydatnoscig biomarkeréw obecnych w osoczu czy ptynie mozgowo-
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rdzeniowym w diagnostyce choroby Alzheimera? Autor wspomina, iz z
powodu braku specyficznego biomarkera diagnostyka jest utrudniona.

= Uwagi dotyczace nomenklatury i nazewnictwa struktur: Candida albicans nie
nalezy do bakterii, Salmonella Typhimurium nie jest gatunkiem;
lipopolisacharydu raczej nie powinnismy nazywaéd substancjg produkowang
przez bakterie, a raczej struktura wytwarzang przez komoérke bakterii (str.
211 35 rozprawy doktorskiej).

" We Wstepie umieszczono bardzo czytelne ryciny, czy ich autorem jest
Doktorant? Czy powstaty one w oparciu o publikacje - brakuje tej informacji
w tekscie.

Rozdziat Materiaty i Metody opracowany zostat starannie. Metodyka opisana
jest szczegdtowo, jednak w tekécie nie ma zasadniczo odniesien literaturowych do
zastosowanej metodologii. Na podkreslenie zastuguje szeroki wachlarz metod jakie
W swoich badaniach zastosowat Doktorant, tj. badarn z obszaru diagnostyki
laboratoryjnej, biologii molekularnej, immunologii czy mikrobiologii. Doktorant
prowadzit m.in. eksperymenty z wykorzystaniem linii komorkowych, izolacji
leukocytéw z krwi obwodowej, oznaczenia stezenia cytokin, izolacji RNA i syntezy
komplementarnego  DNA, izolacji  genomowego  DNA, genotypowania
polimorfizmow pojedynczego nukleotydu, izolacji bakteryjnego DNA czy
przygotowania bibliotek i sekwencjonowania 16S rDNA., Na szczegdlne
wyroéznienie zastuguje bardzo rozbudowana i wyrézniajaca sie metodyka dotyczaca
analizy statystycznej. Ta czedé pracy przestawiona jest drobiazgowo. Pomocna do
analizy wynikéw jest tabela 14, w ktérej zestawiono wskazniki sity efektu wraz z
interpretacjq dla danego testu statystycznego.

= Czy Doktorant wprowadzat do metodyki jakie$ modyfikacje wtasne, czy
korzystano tylko z instrukcji producentéw gotowych zestawéw lub prac
opublikowanych wczesniej?

Rozdziat Wyniki opracowany zostat w sposob doktadny. Otrzymane wyniki
zebrano w czytelnych tabelach i umieszczono na wykresach. W czasie analizy
otrzymanych wynikéw zabrakto mi jednak wigzania ich z postawionymi wczesniej
hipotezami i celami szczegotowymi pracy, zabrakto odnognikéw do szczegbtowo
spisanych i ponumerowanych celéw rozprawy doktorskiej. Takie omawianie
uzyskanych wynikéw znaczaco utatwitoby analize tekstu.

Autor dysertacji, dzieki zaawansowanej analizie statystycznej poczynit wiele
interesujacych obserwacji i wyciagnat na tej podstawie wazne wnioski. W mojej
opinii najcenniejsze wyniki dotyczaq:

1. wykazania, iz wraz ze stopniem klinicznego zaawansowania choroby

Alzheimera pogarsza sie stan periodontologiczny pacjentéw oraz ze witadnie
obcigzenie stanem zapalnym przyzgbia u pacjentéw demencyjnych moze
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istotnie wptywaé na pogarszanie funkcji poznawczych i postgp w chorobie
Alzheimera;

2. wykazania, iz u pacjentdbw z chorobg Alzheimera obwodowe komorki
odpornosciowe nie traktowane lipopolisacharydem z Porphyromonas
gingivalis wytwarzaty mniej TNF-a, IL-1B, IL-10 oraz IL-6 w poréwnaniu do
0s0b zdrowych;

3. zaobserwowania, iz obecno$¢ antygenu LPS-PG prowadzi do gwattownej
odpowiedzi immunologicznej (wiekszy wyrzut mediatorow stanu zapalnego)
u pacjentow z chorobg Alzheimera;

4. wskazanie, iz osoby zdrowe miaty bardziej zréznicowany mikrobiom jamy
ustnej niz osoby chore oraz ze wraz z rozwojem paradontozy dochodzi do
zmniejszenia réznorodnosci mikrobioty jamy ustnej u oséb chorych.

Interesujgce badania dotyczyly charakterystyki taksonomicznej mikroorganizmoéw
u 0sob chorych oraz zdrowych.
= Czy Doktorant ma wyttumaczenie dla uzyskanego wyniku wskazujacego na
to, iz osoby z chorobg Alzheimera charakteryzuja sie wyzszg wzgledng
obfitoécia Bacteroidetes oraz bakterii z rodzaju Porphyromonas w
poréwnaniu z osobami zdrowymi?

Dyskusja poprowadzona jest w sposob prawidtowy i bardzo dojrzaty naukowo.
Autor rozprawy doktadnie analizuje uzyskane wyniki wtasne oraz koreluje je z
innymi autorami. Szczegdlnie chciatabym wyrézni¢ ciekawie poprowadzong
dyskusje wynikéw dotyczacych réznorodnosci mikrobioty jamy ustnej badanych
pacjentéw w odniesieniu do wskaznika higieny.

» Biorac pod uwage nie do korica mozliwe do wyjasnienia otrzymane wyniki
analiz taksonomicznych bakterii, jaka jest opinia Doktoranta dotyczaca
faktu, iz na réznorodno$¢ mikrobioty jamy ustnej wptyw mogaq takze
wywiera¢ m.in. dieta czy palenie papierosow.

= Drobna uwaga dotyczy opisu budowy LPS (str.123) gdzie prawdopodobnie
Doktorant uzyt skrétéw myslowych piszac o , taricuchach lipidu A”, ,cylindrze
z 6 taricuchow” czy ,zawadach sterycznych”.

Zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki wnoszg nowe dane
do dziedziny nauk Scistych i przyrodniczych, dyscypliny nauki biologiczne, gdyz w
pracy m. in pokazano, iz moze istnie¢ zwigzek miedzy paradontoza, a chorobg
Alzheimera. Wykazano takze ze stan zaawansowania choroby Alzheimera i
paradontozy sa ze sobg dodatnio skorelowane. W rozprawie doktorskiej Autor
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umiescit rozdziat pt. , Wnioski koricowe” , ktére zawierajg wazne rekomendacje
medyczne oraz spoteczne.

Bibliografia wykorzystana w pracy jest bardzo aktualna, Doktorant dokonat
analizy 266 prac naukowych.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam iz rozprawa doktorska mgr inz.
Michata Jerzego Ochnika pt. ,Analiza wspotzaleznosci stanu zapalnego przyzebia i
choroby Alzheimera - rola czynnikow zakaznych oraz aktywacji i odpowiedzi
obwodowych komdrek odpornosciowych” jest ciekawa, porusza aktualne problemy
badawcze i zostata przygotowana starannie, spetnia warunki okreélone w art. 187
ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023 poz. 742 z
pozn. zm.).” Jednoczeénie wnosze do Rady Naukowej Instytutu o wyrdéznienie
rozprawy doktorskiej ze wzgledu na wysoki poziom zaprezentowanych badar
naukowych, elementy badar nowatorskich oraz nowoczesng metodyke badawcza.

)

prof. dr hab. Gabriela Buc




