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Starzenie spoleczenstw jest postrzegane jako proces wystepujacy globalnie i niosgcy
szereg konsekwencji zwigzanych z obcigzeniem socjalnym, medycznym i ekonomicznym.
Jedng z konsekwencji nieprawidtlowego przebiegu proceséw starzenia jest choroba
Alzheimera (ang. Alzheimer’s Disease, AD), uznawana obecnie za najczestszy z zespolow
otepiennych. Aktualnie stosowane leczenie AD jest oparte przede wszystkim o modulacje
neurotransmisji cholinergicznej i glutaminergicznej. Niemniej jednak jego efektywnosc¢
pozostaje ograniczona.

Przez wiele lat patogeneze AD postrzegano gltéwnie przez pryzmat procesow

zwigzanych z kaskadg amyloidowa. Jednakze, badania przeprowadzone na przestrzeni
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ostatnich lat dowodza, ze AD jest schorzeniem ukiadowym, ktore charakteryzuje szereg
nieprawidtowosci biologicznych. Jedna z nich jest podprogowy stan zapalny, ktorego zrodto i
patogeneza nie zostaly dotychczas jednoznacznie wyjasnione. Potencjalng przyczyna
proceséw zapalnych w AD moze by¢ patologia jamy ustnej zwigzana z zapaleniem przyzgbia
— paradontoza (PeD). Z uwagi na bliskie sasiedztwo jamy ustnej i mozgu istnieje,
przynajmniej teoretyczna, mozliwos¢ infiltracji mozgu przez peripatogeny i ich metabolity.
Celem badan przeprowadzonych w ramach ocenianej pracy doktorskiej byla analiza
wspdtzaleznoséci miedzy AD i PeD na poziomie klinicznym, funkcjonowania obwodowego
ukladu immunologicznego, molekularnym oraz mikrobiologicznym. Bioragc pod uwage
istniejacy stan wiedzy, znaczenie kliniczne i spoleczne podejmowanych zagadnien, tematyke
pracy doktorskiej nalezy uzna¢ za wysoce zasadna i interesujaca w kontekscie poznawczym i
implikacyjnym.

Przedstawiona do oceny praca zostata prawidlowo skonstruowana i zawiera czesci
zwyczajowo przyjete dla rozpraw doktorskich. Dysertacja liczy 169 stron. Prace doktorska
rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrotéw. We wstepie,
Doktorant przedstawia syntetycznie 1 w przystepny sposob istniejacy stan wiedzy na temat
aspektow klinicznych i patogenetycznych AD, ze szczegélnym uwzglednieniem koncepcji
immunologiczno-zapalnej oraz znaczenia mikrobiomu jamy ustnej. Wstep zostal réwniez
uzupeliony trafnymi rycinami, ktore ulatwiajg czytelnikowi zrozumienie tematu. W
kolejnym rozdziale przedstawia uzasadnienie badan, stawiane hipotezy oraz cele badawcze.
Nastepne rozdziaty opisuja materiat i metody badan oraz uzyskane wyniki zaprezentowane w
formie tabel i rycin. W dyskusji, Doktorant omawia uzyskane wyniki na tle istniejgcego stanu
wiedzy. Ostatnie rozdzialy zawieraja wnioski koncowe i przedstawienie przysztych
kierunkow badan. Dysertacja zawiera rowniez wykaz pismiennictwa, spis tabel i rycin oraz

tabele dodatkowe. Rozprawa doktorska zostala przygotowana w oparciu o obszerng literature




obejmujaca 266 pozycji pi$miennictwa. Pi$miennictwo obejmuje najwazniejsze prace
oryginalne i pogladowe reprezentujace stan wiedzy w obranym obszarze badan. Stosowna
synteza informacji zwartych w pi$miennictwie jest dodatkowym atutem pracy doktorskiej.
Trafno$¢ doboru pismiennictwa oraz umiejetno$¢ interpretacji wynikéw przeprowadzonych
badan w szerszym kontekscie istniejacego stanu wiedzy z pewno$cig przemawiaja za
dojrzaloscig naukowa Doktoranta.

Praca doktorska zostata napisana poprawng polszczyzng oraz przygotowana z nalezytg
starannos$cig formalno-j¢zykows. Styl przygotowania pracy swiadczy rowniez o umiejetnosci
Doktoranta w zakresie postugiwania si¢ jezykiem naukowym a takze znajomoscia specyfiki
pojeciowej, ktora jest stosowana w omawianym obszarze badan.

Badaniami objgto 68 uczestnikow: 36 pacjentow z rozpoznaniem AD oraz 32
kognitywnie zdrowe osoby, ktére stanowily grupe kontrolng. Nasilenie deficytow
funkcjonowania poznawczego zostato przeprowadzone za pomocy testow MMSE (ang. the
Mini-Mental State Examination) oraz MoCA (ang. the Montreal Cognitive Assessment). U
wszystkich uczestnikéw wykonano szczegdélowa ocene periodontologiczng. Materiat
biologiczny stanowita krew zylna oraz prébki §liny. Zwigzek pomiedzy PeD, odpowiedzig
immunologiczng a parametrami klinicznymi w AD analizowano z wykorzystaniem modelu
izolowanych leukocytow krwi obwodowej ex vivo, ktore poddawano aktywacji i ocenie
odpowiedzi na antygeny bakteryjne i wirusowe. Jako antygen bakteryjny zastosowano
lipopolisacharyd pochodzacy z periopatogenu Porphyromonas gingivalis. Z kolei, antygenem
wirusowym byt wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (ang. vesicular stomatitis virus,
VSV). Aktywacje leukocytéw oceniono poprzez pomiar st¢zenia cytokin (IFN-y, TNF-a, IL-
18, IL-6, IL-10 oraz 1L-15) a takze ekspresjc genow powigzanych z
odpowiedziag immunologiczng (COX1, COX2, SOCS1, SOCS3, STATI, STAT3, IRFI, IRF3,

AP-1, PI3KRI i NF-xB). Oceniono takze polimorfizmy genoéw zwigzanych z odpowiedzig




immunologiczng (HLA-DRBI, HLA-DRA, HLA-DQAI i FCGR2A) oraz APOE. Mikrobiom
jamy wustnej analizowano z zastosowaniem sekwencjonowania nastgpnej generacji
amplikonéw regionéw zmiennych V3-V4 i V7-V9 genu 16S rRNA. Analiza statystyczna
zostala przeprowadzona w $rodowisku Rz wykorzystaniem szeregu statystyk
parametrycznych i nieparametrycznych zachowujac stosowne zalozenia. Mikrobiom jamy
ustnej analizowano zgodnie z przyjetymi standardami w kontekscie réznorodnosci alfa i beta.
Do oceny réznorodnosci alfa wykorzystano znane wskazniki (obserwowane cechy,
entropi¢ Shannona, wskazniki Pielou, Faitha i Simpsona). R6znorodnos$é beta analizowano z
wykorzystaniem odleglosci Jaccarda, odleglosci Braya-Curtisa, parametréow ,,Unweighted
UniFrac” oraz ,,Weighted UniFrac”. Abundancje poszczegolnych sktadowych mikobiomu
oceniano na trzech poziomach klasyfikacji filogenetycznej (tj. typ, rodzina i rodzaj).
Wykazano istotne zwigzki pomigdzy wystepowaniem AD i PeD a obcigzeniem
zapalnym przyzebia. Stwierdzono istotnie nizszy poziom komoérek uktadu immunologicznego
u pacjentow z AD (leukocyty, limfocyty i monocyty) oraz erytrocytéw i phytek krwi.
Wyjsciowo stezenie cytokin TNF-a, IL-1f, IL-6 i IL-10 bylo istotnie nizsze u pacjentéw z
AD w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po stymulacji lipoplisacharydem stwierdzono
silniejsza odpowiedZ immunologiczna w kontekscie stezenia TNF-a, IL-1p, IL-6 i IL-10 u
0s6b z AD. Jeden ze wskaznikéw PeD (wskaznik higieny migdzyzebowej) byt zwiazany z
odpowiedzig IL-10 i IL-6 wylacznie u osob z AD. Leukocyty w grupie kontrolnej
charakteryzowata wyzsza, wzgledna ekspresja genow SOCSI, STATI, IRF1, PI3KRI i NF-
kB. Poziom ich ekspresji okazat si¢ skorelowany ze wskaznikami PeD w obu grupach.
Infekcja VSV byta zwigzana ze stabsza odpowiedzig produkcji cytokin prozapalnych (IFN-y,
TNF-o, IL-1B i IL-6) u 0séb z AD. Poziom odpowiedzi nieswoistej na VSV byt istotnie

skorelowany ze wskaznikami PeD w obu grupach uczestnikéw badan.




W odniesieniu do badanych wariantéw polimorficznych nie wykazano odstepstw od
prawa Hardy’ego-Weinberga. Nie obserwowano jednak istotnych statystycznie réznic w
zakresie dystrybucji poszczegélnych genotypoéw pomiedzy pacjentami z AD a grupa
kontrolng (cho¢ dystrybucja alleli APOE w grupie pacjentow z AD réznita si¢ w porownaniu
do dystrybucji zaobserwowanej we wczesniejszych badaniach 0s6b reprezentujacych
etniczno$¢ kaukaska). Dla zdecydowanej wigkszosci wariantéw polimorficznych nie
wykazano istotnych statystycznie zwigzkow ze wskaznikami PeD (wyjatkiem byl zwigzek
polimorfizmu rs3135344 w genie HLA-DRA ze wskaznikiem ilosci plytki nazebnej w
przestrzeniach miedzyzgebowych). Niektore z wariantéw polimorficznych byly powigzane z
odpowiedzig immunologiczna leukocytéw na stymulacje lipopolisacharydem (np. HLA-
DRBI).

Obserwowano wigksze zréznicowanie mikrobiomu jamy ustnej w grupie kontrolnej w
poréownaniu do grupy pacjentow z AD. U pacjentéw z AD stwierdzono istotnie
wyzszg abundancje wzgledna w odniesieniu do Bacteroidetes, Porphyromonadaceae i
Porphyromonas spp. U o0s6b zdrowych wykazano istotnie wyzsza abundancje wzgledna
Proteobacteria.

Badania przeprowadzone w toku realizacji pracy doktorskiej zostaly dobrze
przemySlane a uzyskane wyniki starannie opisane i przedstawione w szerszym kontekscie
istniejgcego stanu wiedzy. Wnioski ptynace z pracy doktorskiej dobrze korespondujg z
uzyskanymi wynikami. Bez watpienia praca doktorska przyczynila si¢ do istotnego
poszerzenia wiedzy na temat uwarunkowan nieprawidtowosci odpowiedzi immunologiczno-
zapalnej w AD. Uzyskane wyniki stanowig solidng podstawe dla zaprojektowania kolejnych
badaft w tym obszarze, szczegblnie w wigkszych populacjach. Ponizsze uwagi nie
majg znaczacego wplywu na pozytywny odbior pracy doktorskiej, ale z pewnoscig wymagaja

odniesienia;




W sekeji 3.2.2. nie zostalo oméwione w jaki sposéb rozpoznano AD w grupie badanej
oraz co bylo podstawa stwierdzenia statusu prawidlowego funkcjonowania poznawczego
w grupie kontrolnej (nie opisano wynikéw badan testami analizujgcymi funkcje
poznawcze w tej grupie).

W sekeji 3.2.18. nalezaloby lepiej odnie$¢ si¢ do uzasadnienia dla procedur imputacji
danych. Czy nalezy uzna¢, ze braki danych pojawily si¢ w pelni losowo (ang. missing
data at random)? Czy moze jednak nalezaloby uznaé, ze braki danych wynikaly z
nieprawidlowosci odpowiedzi immunologicznej? Dodatkowo, nie jest jasne w jaki sposob
stosowano poprawke na wielokrotne testowanie. Doktorant wspomina o zastosowaniu
poprawki Benjamini-Hochberg, jednakze nie raportuje poziomu FDR (ang. false
discovery rate) a takze liczby uwzglednionych testow.

W rozdziale po$wigconym omoéwieniu wynikow przedstawiono poréwnanie obu grup
uczestnikéw badania pod wzgledem zmiennych socjodemograficznych i klinicznych
(Tabele 15 i 16). Nie jest jednak jasne, ktore z tych zmiennych wykazywaly istotne
statystycznie roznice pomigdzy grupa pacjentow z rozpoznaniem AD i grupa osob
kognitywnie zdrowych. Przyktadowo, mediana wieku jest nizsza w populacji oséb
kognitywnie zdrowych. Jest to o tyle istotne, ze sam wiek moze korelowaé z odpowiedzia
immunologiczno-zapalna. Nalezaloby wowczas zastanowi€ sie, czy te zmienne nie
poWimy zosta¢ uwzglednione jako czynniki potencjalnie zaktécajace (tzw. kowarianty) w
‘przyje¢tych modelach analitycznych.

Tabela 17 bylaby bardziej czytelna po dodaniu statystyk opisujacych istotnosé
statystyczng.

W ograniczeniach badania Doktorant porusza kwesti¢ mocy statystycznej, co jest zaleta i
z pewnoscig Swiadczy o krytycznym spojrzeniu na uzyskane wyniki. Niemniej jednak,

warto byloby poruszy¢ réowniez inne ograniczenia badania. Przykladowo przekrojowy




charakter badania uniemozliwia wskazanie zwigzkéw przyczynowo-skutkowych.

Ponadto, warto podnies¢ takze brak wgladu i uwzglednienia zakltocajacego wpltywu

wspotistniejacych schorzen somatycznych, stosowanej farmakoterapii, czy diety. Nalezy

takze pamigtac o ograniczonej rozdzielczodci przyjete; metody analizy mikrobiomu (brak
wgladu w poziom poszczegdlnych gatunkow mikroorganizmow).

* Niektore z wnioskéw konicowych (1, 2 i 5) s3 mozliwymi implikacjami klinicznymi, do
ktérych nalezy podejs¢ z pewna doza ostroznosci biorge pod uwagg ograniczony zakres
przeprowadzonych badan. W tej sekcji raczej nalezalo odniesé si¢ wyltacznie do
zidentyfikowanych proceséw i zaobserwowanych zmian odpowiedzi immunologiczno-
zapalnej w AD z uwzglednieniem PeD.

W Swietle przedstawionej pozytywnej oceny, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr.
inz. Michala Jerzego Ochnika pt. ,,Analiza wspélzaleznosci stanu zapalnego przyzebia i
choroby Alzheimera — rola czynnikéw zakaznych oraz aktywacji i odpowiedzi
obwodowych komérek odpornosciowych” spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (t.j. Dz. U. 2023, poz. 742 z p6zn. zm.). W
zwigzku z tym, stawiam wniosek o dopuszczenie mgr. inz. Michata Jerzego Ochnika do

dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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