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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Czajkowskiej
pt. ,,Zmiany sktadu mikrobiomu jelitowego, poziomu markerow endotoksyny i

metabolitow bakteryjnych w przebiegu nowotworow u myszy ”

Mikrobiota jelitowa to ztozona spotecznos¢ mikroorganizméw zasiedlajgcych jelita,
ktora petni bardzo wiele funkcji w organizmie. Badania nad mikrobiomem jelitowym
ujawnity, ze ma on istotny wptyw na wiele aspektéw zdrowia, w tym na rozwdj
nowotwordow. Znaczenie mikrobiomu jelitowego oraz czynnikdw, ktére modulujg jego sktad
(diety, infekcji, czynnikdw srodowiskowych, lekdw) w procesie karcynogenezy jest obszarem
ciggtych badan, i chod istniejg obiecujgce dowody na to, ze mikrobiom odgrywa role w
rozwoju nowotworow, to nadal potrzebne sg dalsze badania, aby doktadnie zrozumiec
mechanizmy tego wptywu i znaleZ¢ konkretne strategie profilaktyczne i terapeutyczne.
Dlatego uwazam, ze temat pracy podjety przez Doktorantke, dotyczacy zmian skfadu
mikrobiomu jelitowego, jego metabolitow i wybranych sktadowych w przebiegu

eksperymentalnie wywotanych nowotwordow u myszy jest wazny i aktualny.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest monografig charakteryzujaca
sie typowym dla tego rodzaju prac uktadem. We wstepie Doktorantka uzasadnia motywy
podjecia pracy badawczej i na 34 stronach przegladu pismiennictwa przedstawia najnowsze
badania dotyczgce znaczenia mikrobioty jelitowej w utrzymaniu homeostazy organizmu i
wptywu diety, w tym suplementéw zawierajgcych aktywne biologicznie biotyki na sktad
mikrobiomu jelitowego, a takze opisuje proces tworzenia metabolitow mikrobioty (ze

szczegdlnym uwzglednieniem krdtkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA)) i ich



znaczenia w organizmie oraz znaczenie lipopolisacharydu (LPS) — skfadowej biony

komadrkowej bakterii Gram-ujemnych w aktywacji zapalnych proceséw immunologicznych.

Pokazuje rowniez jak dysbioza jelitowa moze wptywaé na patogeneze nowotwordw. Ze

wzgledu na fakt, ze w czesci eksperymentainej Doktorantka ocenia efekty zmian mikrobiomu

na rozwoj nowotworu prostaty i jelita grubego — tym dwoém stanom patologicznym poswieca

najwiecej uwagi. Opisuje réwniez metody oceny mikrobiomu jelitowego, SCFA i LPS.

Analiza tematu przedstawiona we wstepnie skutkuje wysoka liczba cytowanych

pozycji piSmiennictwa (tacznie 279 pozycji) oraz pokazuje duzg dojrzatos¢ Doktorantki w

zrozumieniu skomplikowanych zaleznosci pomiedzy bakteriami jelitowymi, ich metabolitami,

sktadowymi oraz mechanizmami indukujgcymi procesy powstawania nowotwordéw.

Do tej czesci pracy mam nastepujgce uwagi:

1)

3)

Doktorantka juz na pierwszej stronie ,Wprowadzenia” uiywa okreslen
lipopolisacharyd oraz krétkotaricuchowe kwasy ttuszczowe, ktére wielokrotnie
pojawiajg sie w catej pracy, ale nie jest konsekwentna w stosowaniu skrotow,
ktére sama podaje w nawiasach. Ciggle powtarza cate okresdlenia, czesto
powtdrnie ze skrotami w nawiasach, czasami tylko skréty. Nalezy zwrdci¢ uwage,
ze raz uzyty skrot powinien by¢ stosowany w catej pracy.

na stronie 15 Doktorantka pisze, ze ..”mikrobiota komunikuje sie ze swoim
gospodarzem za pomocq neuroprzekaznikow”....... Oczywiscie jest to prawda, ale
jednoczesnie nalezatoby zaznaczy¢, ze nie jest to jedyny mechanizm komunikacji i
dotyczy gtdwnie aktywacji osi mikrobiota-jelita-mozg. Cate spekirum rdznych
substancji i sktadowych mikrobioty bierze udziat w komunikacji z gospodarzem, w
tym miedzy innymi przez aktywacje komérek dendrytycznych.

na stronie 16 Doktorantka pisze, ze mikrobiota jest niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania ... » Uktadu odpornosciowego na styku z uktadem
pokarmowym”..... Uwazam, ze Doktorantka powinna uzy¢ okreslenia uktadu
GALT, co tltumaczy sie jako uklad limfatyczny zwigzany z przewodem
pokarmowym

na stronie 18 i 19 Doktorantka opisuje biotyki (prebiotyki, probiotyki, postbiotyki i
synbiotyki) jako czynniki modulujgce mikrobiote jelitowg. Uwazam, ize
Doktorantka powinna powotaé sie na najnowsze definicje opisywanych biotykow,

ktore zostaty opublikowane przez International Scientific Association for



Probiotics and Probiotics (Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2014;11(8):506; Nat
Rev Gastroenterol Hepatol. 2017;14(8):491; Nat Rev Gastroenterol Hepatol.
2020;17(11):687; Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2021;18(9):649). Opublikowana
w 2021 roku definicja postbiotykow podkresla, ze to nie tylko metabolity
produkowane przez mikroorganizmy, ale rowniez ich sktadowe np. Sciany
komérkowej. W kontekscie tej nowej definicji LPS jest rowniez postbiotykiem
(Salminen et al. The International Scientific Association of Probiotics and
Prebiotics (ISAPP) consensus statement on the definition and scope of postbiotics.
Nat Rev Gastroenterol Hepatol, 2021 Sep;18(9).649-667).

5) na stronie 40 Doktorantka pisze, ze koncepcja korelacji rozwoju nowotowru z
mikrobiotg jest ,,.....znana i stosowana.......” Uwazam, ze stowo ,stosowana” jest
niefortunnie uiyte, gdyz nie wiem w jakim zakresie jest stosowana, a przede
wszystkim jak?

6) na stronie 41 Doktorantka wymienia sktadniki dietetyczne, ktdre wptywajg na
ryzyko rozwoju nowotworu prostaty. Szkoda, ze nie wyjasnia doktadnie, ktére z
tych skfadnikéw w jaki sposdb wptywajg (indukcja versus supresja).
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7) na stronie 45 pojawia sie okreélenie ..”flory bakteryjnej..” Uwazam, ze
Doktorantka powinna uzyé zamiast terminu ,flory” okreslenia ,,mikrobiomu” fub

»mikrobioty”.

Chciatabym jednak podkresli¢, ze drobne uwagi przedstawione powyzej nie wptywaja
na zawartos¢ merytoryczng wstepu do rozprawy doktorskiej. Ta cze$¢ pracy wymagata od
Doktorantki ogromnej wiedzy interdyscyplinarnej (mikrobiologicznej, immunologicznej i

medycznej) i pokazata jej wysoka zdolno$¢ analityczng.

Logicznym nastepstwem przegladu pismiennictwa zawartego we wstepie byto
wyznaczenie przez Doktorantke celu gtéwnego rozprawy doktorskiej: wykazanie interakcji
SCFA i LPS oraz znaczenia diety wysokobtonnikowej dla tych interakcji w odniesieniu do
zmian zachodzacych w mikrobiocie jelitowej w przebiegu procesu nowotworowego u myszy.

Niezrozumiatym dla mnie jest wyjasnienie Doktorantki w jaki sposob cel ten zostat
zrealizowany (strona 52, akapit 2). W mojej ocenie jest to znaczny skrét myslowy

i Doktorantka raczej powinna przedstawi¢ cele szczegétowe rozprawy doktorskiej, czego



zabrakowato w tej cze$ci pracy, tym bardziej, ze rozprawa sktada sie z dwdch etapow: w
pierwszym wykorzystano model eksperymentalny nowotworu prostaty, w drugim model

nowotworu jelita grubego.

Materiaty uzyte do badan oraz metody badawcze Doktorantka szczegotowo
przedstawita w rozdziale 4. Do tej czesci pracy nie mam wiekszych uwag. Uwaiam, ze
zastosowane w pracy modele, materiat oraz metody zostaty bardzo dokfadnie opisane.
Schemat badan zostat dodatkowo zobrazowany rycinami, ktére sg bardzo pomocne w
zrozumieniu procesu badawczego, natomiast warunki przeprowadzenia specyficznych analiz
sg dodatkowo przedstawione w licznych tabelach. Mnie zabrakowato w tej czesci pracy
informacji pod rycinami i tabelami, czy jest to opracowanie wtasne. Wydaje mi sie, ze rycina
11 i 12 nie sg rycinami oryginalnie stworzonymi przez Doktorantke i nalezatoby poda¢ pod
kazdg z nich Zrédto jej pochodzenia. Nie znalaztam tez informacji dotyczgcej uzytych modeli
nowotworu? Czy byly one wczesniej opisane? Czy zostaly oryginalnie stworzone przez
Doktorantke? Doktorantka nie napisata rowniez, z ktérej czesci jelita grubego myszy zostaty
pobrane prdbki do badan (strona 63 i 64). Na stronie 73 Doktorantka opisuje uzyskane dane
dla probek wyjsciowych i do opisu uzywa okreSlen w jezyku angielskim, co raczej nie

powinno mie¢ miejsca.

Uzyskane wyniki badan Doktorantka zebrata i przedstawita w Rozdziale 5. w postaci
49 rycin i 41 tabel. Mam pewne zastrzezenia dotyczgce prezentacji uzyskanych przez
Doktorantke wynikéw badan. Doktorantka powinna przedstawia¢ swoje wyniki w postaci
zbiorczych tabel lub rycin, natomiast w pracy pokazuje ona te same wyniki badan jako
jednostkowe ryciny, potem tabele, a nastepnie jeszcze dodatkowo jako zbiorcze
tabele/ryciny. Wystarczytoby w zupetnosci pokazanie jednej zbiorczej tabeli lub ryciny.
Uwazam, ze cze$¢ wynikow mogtaby Doktorantka zamiesci¢ jako suplement tej pracy.
Trudna do zrozumienia byta tez kolorystyka uzyta przez Doktorantke w tabelach. Nie zostata
ona wyjasniona i nie wiem czy poszczegdine kolory i ich rézne odcienie miaty jakiekolwiek
znaczenie. Natomiast kolory bardzo przydatyby sie do pokazania wynikdw pracy na rycinach,
ktére z kolei byty w kolorystyce czarno-biatej, czasami trudnej do rozréznienia. Uwazam, ze

na rycinach, na ktérych przedstawia korelacje (relacje) pomiedzy badanymi parametrami



powinien znalez¢ sie wspdtczynnik korelacji (np. rycina 19, 38, 43, 61). W wielu tabelach

podana jest tylko jedna cyfra bez zaznaczenia czy to mediana, czy srednia.

Do tej czesci pracy mam rowniez inne drobne uwagi:

e na stronie 84 Doktorantka pisze, ze.... ,,tylko w grupie z silnie inwazyjnym nowotworem
prostaty TRAMP-C2 wystgpito przesuniecie rownowagi mikrobioty”.... i podaje w nawiasie
(Rys. 19C). Wydaje mi sie, ze powinno by¢ 19B,

* na stronie 85 w podsumowaniu wynikow stwierdza, ze ,szczegdlnie intensywne zmiany
mikorbiomu zachodzity w srodkowej fazie badan, gdy przyrost guzow prostaty byt
najwiekszy”. Po pierwsze Doktorantka powinna sprecyzowac co znaczy srodkowa faza
badan (miedzy ktérymi dniami?), a po drugie Doktorantka nie pokazuje w swojej pracy w
jaki sposdéb zmieniat sie przyrost guza, chociaz w rozdziale poswieconym metodom
opisuje, Zze U myszy oceniano stan zdrowia i wykonywano USG guza (strona 54 pracy).
Podobne stwierdzenie znajduje sie na stronie 100, na ktdrej Doktorantka podsumowujac
wyniki stwierdza, ze ,, podawanie paszy z wysokg zawartoscig alfa-celulozy miato wieksze
znaczenie dla skftadu mikrobiomu jelitowego niz postepujqcy proces nowotworowy” (jak
oceniany?).

e na stronie 101 znajduje sie rycina podsumowujgca zmiany mikrobiomu jednak nie
zostata ona opisana.

* na stronie 112 Doktorantka pisze, ze zwiekszona podaz alfa-celulozy obniza ilos¢ bakterii
Gram ujemnych ...”w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego”..... Uwazam, e jest
zbyt daleko idgce okreslenie, gdyz Doktorantka nie analizowata zmian w zaleznosci od

miejsca pobrania katu. Mysle, ze chodzito o jelito grube.

Moje uwagi dotyczgce zardwno prezentacji wynikow badan, jak i wyjasnien ich opisu
nie wptywajg na pozytywnga ocene catego rozdziatu. Analiza wynikéw jest wieloaspektowa i
bardzo doktadna z wykorzystaniem najnowszych technik badawczych, co oceniam bardzo

wysoko.

Rozprawe doktorkg konczy dyskusja i wnioski. Uwazam, ze dyskusja dotyczaca
uzyskanych wynikéw powinna by¢ podzielona na bardziej szczegdétowe podrozdziaty (nie

tylko na podrozdziat dotyczgcy nowotworu prostaty i nowotworu jelita grubego). Na stronie



169 Doktorantka ponownie powtarza stwierdzenie, ze wzrost poziomu SCFA obserwowano
w okresie intensywnego wzrostu nowotworu (bez analizy przebiegu klinicznego nowotworu).
Na stronie 178 Doktorantka opisuje wptyw SCFA na profil cytokinowy, przy czym opiera sie
tylko na danych literaturowych. W tej czesci zabrakowato mi dyskusji z wynikami uzyskanymi
przez Doktorantke. Dlatego moje pytanie dotyczy interpretacji uzyskanych wynikéw w
zakresie poziomow cytokin w badanych modelach? Czy sg one zgodne z tym co obserwowali
inni badacze? Nie moge sie rdwniez zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze ... ,suplementacja SCFA jest
przydatnym narzedziem w walce z nowotworem jelita grubego” (strona 179). Raczej
uzytabym stwierdzenia ,moze byc¢”, gdyz obecnie nie ma zadnych rekomendacji do
stosowania takiej terapii, pojawiajg sie pierwsze prace, ze maslan mozie by¢ uzywany w

trakcie chemioterapii jako ochrona przed uszkodzeniem nabtonka jelitowego.

Prace korczy 8 wnioskow, ktore wedtug mnie stanowig raczej podsumowanie
uzyskanych wynikéw badan. Sugeruje, aby w koricowej publikacji uogélni¢ swoje obserwacje
podajac kilka najwazniejszych wnioskéw, bez koncentrowania sie na podawaniu

szczegotowych wynikow,

KoAczac swojg recenzje chciatabym podkresli¢, ze opis wynikow badan oraz dyskusja
wynikéw przeprowadzona przez Doktorantke $wiadczy o dobrej znajomosci probleméw
badawczych, umiejetnosci logicznego wykorzystania piSmiennictwa oraz krytycznego
podejscia do danych literaturowych i wiasnych. Rozprawa doktorska stanowi kompleksowg
charakterystyke zmian mikrobiomu w trakcie rozwoju nowotwordw litych prostaty i jelita
grubego oraz wptywu diety na wielu poziomach — poczgwszy od oceny zmian sktadu
mikrobiomu jelitowego poprzez ocene poziomdéw SCFA i LPS, jak réwniez receptoréw dla
tych postbiotykow i profilu cytokinowego. Wnikliwa analiza relacji pomiedzy badanymi
parametrami pozwala na poznanie mechanizmow karcynogenezy zwigzanych z dysbiozg
jelitowa, co moze znaleié praktyczne zastosowanie w leczeniu/profilaktyce chordb
nowotworowych. Mam “nadzieje, ze w najblizszej przysztosci wyniki prezentowane w

rozprawie doktorskiej beda publikowane w renomowanych czasopismach.

W podsumowaniu mojej recenzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska rozprawa pt.

~Zmiany sktadu mikrobiomu jelitowego, poziomu markerow endotoksyny i metabolitéw
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bakteryjnych w przebiegu nowotworéw u myszy” spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(tj. Dz. U. 2017, poz. 1789). Przedktadam zatem Radzie Naukowej Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk wniosek
o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Czajkowskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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