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Przedstawiona do recenzji praca doktorska ,,Znaczenie wybranych rodzajow 1
gatunkéw mikrobioty jelitowej w rozwoju astmy oskrzelowej” autorst\;va magistra Arkadiusza
Hoffmanna jest proba wykazania réznic jakosciowych i ilosciowych mikrobioty jelitowe;j
chorych na astme oraz ich potencjalnych powiazan z patogenezg tego schorzenia i
poszukiwaniem ewentualnych Sciezek terapeutycznych zaleznych od mikro-§rodowiska jelit. .

Badania flory bakteryjnej szczeg6lnie w aspekcie jej patogennego oddziatywania na
organizm ludzki trwajg od wielu lat. Rowniez w ocenie potencjalnego wptywu na
funkcjonowanie drég oddechowych od lat wykonuje sie oceng obecnosci bakterii oraz ich
rodzaju stosujac jako materiat plwocing czy plyn ptukania pecherzykowo-oskrzelowego.
Badania ostatnich lat pokazuja, iz zaburzenia mikrobioty w odlegtych narzadach moga
wplywac¢ na funkcjonowanie uktadu oddechowego. Takie powigzania pomigdzy zaburzeniami
mikrobioty jelitowej a przewlektymi chorobami ukfadu oddechowego, w tym astmy zostaty
wykazane w badaniach kohortowych z zastosowaniem roznych metod oceny sktadu flory
jelitowej. Badania eksperymentalne przeprowadzone na zwierzetach w warunkach
laboratoryjnych jednoznacznie wskazujg na protekcyjny efekt obecnosci flory jelitowej na
rozw6j zapalenia alergicznego drog oddechowych i pokazaly mozliwos¢ modyfikowania tego
zapalenia poprzez wptyw na sktad mikrobioty jelitowej. Szereg badan u ludzi nie pokazaty

jednoznacznego efektu interwencji majacych na celu modyfikowanie sktadu flory bakteryjnej



jelit na przebieg astmy. Warto jednak zwroci¢ uwage, z¢ jednym z ograniczen tego rodzaju
postepowania jest brak jednoznacznych, precyzyjnych danych dotyczacych mikrobioty
jelitowej chorych na astme, ktéra moze rdznié si¢ nie tylko ze wzgledu na obecnos¢
schorzenia, ale takze w zaleznosci od populacji, miejsca zamieszkania, stosowanych lekow
etc.. Astma jest jednym z naj czeéciej wystepuj acych przewlektych schorzen w calej
populacji, a zdecydowanie najczestszym W okresie dziecigcym. Poniewaz wiekszo$¢ chorych
zapada na astmg przed osiggnigciem dojrzatosci, wptyw jej na rozw6j mtodej osoby jak
rowniez przyszia produktywnos¢ w pracy jest ogromny. Wszelkie badania zmierzajace do
zrozumienia patogenezy astmy, jak rowniez stworzenia nowych metod terapeutycznych czy
profilaktycznych ma jak najwigksze uzasadnienie zaréwno z punktu widzenia poznawczego

jak i potencjalnych aplikacji w praktyce medycznej.

Podjecie przez Doktoranta préby oceny rodzajéw i gatunkow mikrobioty
jelitowej u chorych na astme jest uzasadnione i stanowi kolejny krok naprzéd w
kierunku poznania patogenezy astmy i szukania potencjalnych opcji terapeutycznych
mogacych mie¢ znaczenie praktyczne w leczeniu tego schorzenia.

Badania zostaly przeprowadzone w renomowanym O$rodku posiadajacym
wieloletnie do§wiadczenie w badaniach molekularnych i genetycznych u chorych na
astme. Chorzy wyselekcjonowani zostali w Centrum Alergologii pod nadzorem bardzo

do$wiadczonego alergologa.

Rozprawa przedstawiona jest na 116 stronach maszynopisu i ma typowy uktad.
Mozna w niej wyrdzni¢ nastepujace czesci: Spis Tresei, Streszczenie w jezyku polskim i

angielskim, Wykaz stosowanych skrotow, Wstep, Cel badania, Materiat i metody, Wyniki,



Dyskusje, Wnioski, Pi§miennictwo, Spis tabel i rysunkéw oraz dwie Tabele uzupetniajace,
Kwestionariusz kwalifikacji pacjenta i O§wiadczenie autora rozprawy doktorskie;j.

We Wstepie Doktorant przedstawit bardzo szeroko zagadnienie mikrobioty jako
wspolegzystujacego w organizmie czlowieka olbrzymiego zbioru mikroorganizmoéw, ktore
nieustannie oddzialuja na funkcje narzadéw i tkanek gospodarza. Ponadto, Autor pracy
przedstawit najnowsze, opublikowane fakty wskazujace na szczeg6lnie duze znaczenie
mikrobioty jelitowej, ze wzgledu na olbrzymig ilos¢ 1 réznorodno$¢ znajdujacych si¢ tam
mikroorganizméw oraz ich niewatpliwy efekt na funkcje pozostatych narzadow organizmu
cztowieka. Szczegbdlng uwage zwrécono na pokazanie dowodoéw na oddzialywanie
mikrobioty jelitowej na funkcje uktadu oddechowego, w tym na patologiczne procesy zapalne
drég oddechowych, takie, z jakimi mamy do czynienia w astmie. Z przedstawionych we
Wstepie danych jasno wynika, iz badania dotyczace mikrobiomu jelitowego u chorych na
astme moga odegra¢ bardzo istotne znaczenie w zdefiniowaniu i stworzeniu nowych metod
profilaktycznych i/lub terapeutycznych w astmie.

Cel badania jest jasno sformutowany i stanowi kontynuacj¢ rozwazan
przedstawionych we Wstepie.

Chorzy i osoby z grupy kontrolnej zostali wyselekcjonowani w O$rodku posiadajacym
wieloletnie doswiadczenie w diagnostyce i leczeniu chorych na astme i inne choroby
alergiczne, ktory kierowany jest przez bardzo do$wiadczonego alergologa. Czgs¢
eksperymentalna zostata przeprowadzona w renomowanym Osrodku posiadajacym olbrzymie
doswiadczenie w badaniach molekularnych i genetycznych w astmie. Wybrane metody sg jak
najbardziej adekwatne do realizacji postawionych zadan. Doktorant bardzo stusznie zatozyl,
iz analiza mikrobiomu przy pomocy nowoczesnych, jednakze dobrze sprawdzonych i
wystandaryzowanych metod sekwencjonowania nowej generacji pozwoli na najbardzie]

precyzyjne okre$lenie roznorodnosci mikrobioty jelitowej u chorych na astme.



Wygenerowanie przy pomocy takich metod olbrzymiej liczby danych wymaga bardzo
doktadnego i wiaciwego ich przygotowania i odpowiedniego opracowania statystycznego.
Doktorant bardzo rozsadnie podszedt do tego zagadnienia wykonujgc wstgpne opracowanie
danych przy uzyciu oprogramowania Kraken w oparciu o platforme Galaxy pozwalajacych na
wiarygodng oceng rézmorodnosci sekwencji bakteryjnych. Dobre przygotowanie danych
umozliwito zastosowanie standardowych testow nieparametrycznych w celu wykazania
roznic mikrobiomu. Do dalszego, lepszego srozumienia roznorodnosci mikrobioty jelitowe]
postuzyty analizy réznorodnodci alfa i beta oraz klastrowanie hierarchiczne.

Wiasciwie dobrane metody analizy danych pozwolity na przedstawienie ogromnej
liczby wynikow w sposob jasny. Szczegblnie zastosowanie dobrze zaprojektowanych rycin
pozwala na perspektywiczny obraz réznorodnogci mikrobioty u poszczegélnych chorych oraz
0s6b z grupy kontrolnej, co oczywiscie bardzo utatwia wykonanie poréwnania tych wynikow
u poszezegolnych 0sob i w poszczegdlnych grupach.

W Dyskusji Doktorant poréwnuje whasne wyniki z wynikami ostatnio
opublikowanych badan. Zwraca uwage na plynace z analizy danych wskazdwki, co do
potencjalnego zastosowania uzyskanych danych w praktyce klinicznej. Autor pracy zwraca
réwniez uwage na ograniczenia swoich badan wskazujac przede wszystkim matg liczbe
chorych i 0s6b z grupy kontrolnej.

Wyciggnigte przez Doktoranta wnioski w pelni odpowiadajg na postawione we
wstepnym etapie pracy cele badawcze i jasno wynikaja z uzyskanych danych.

Praca doktorska zawiera 202 pozycje pismiennictwa, z €Zego znaczna wiekszo$¢

zostata opublikowana w ciggu ostatnich 10 lat.

Dolaczajac si¢ do dyskusji bardzo prosz¢ o odniesienie si¢ W trakcie obrony pracy

doktorskiej do przedstawionych ponizej pytan/uwag.



Ciy kwalifikujgc chorych do badan wzigto pod uwage miejsce urodzenia i
zamieszkania (w aspekcie miasto/wie$)? Jezeli tak to dobrze byloby przedstawic te dane w
trakcie obrony pracy doktorskie;j.

W tekscie pracy doktorskiej odniesienie dotyczgce badanych osob jest bardzo
lakoniczne tj. nie stwierdzono réznic. Jednak w ,,Kwestionariuszu kwalifikacji pacjenta”
widnieje szereg pytan, ktore moga doda¢ nieco informacji do interpretacji danych. W trakcie
obrony pracy doktorskiej dobrze byloby przedstawi¢ co najmniej stopien cigzkosci astmy,
stosowane leki oraz skrétowo wynik testow w kierunku alergii wziewne;.

Czy znane sg Doktorantowi jakie$ unikalne cechy metabolizmu bakterii klas
Cytophagia, Ignavibacteria, Deltaproteobacteria, Metanomikrobia, Opitutae lub Nitrospira,
ktére moglyby odgrywac role w patogenezie astmy lub alergicznego zapalenia?

Czy Doktorant posiada dane na temat potencjalnej wrazliwosci/opornosci na
antybiotyki bakterii z ww. klas, co mogloby odgrywac rolg w ich rozwoju w jelitach u 0s6b
stosujacych popularne antybiotyki?

Na stronie 7 Doktorant uzyt wyrazenia ,,alergenami aeroalergicznymi”. MySle, ze
lepiej brzmiatoby ,,alergenami wziewnymi”.

Na stronie 14 zdanie ,,Natomiast kwas indolepropionowy jest silnie skorelowany ze
spozyciem blonnika pokarmowego i ma silne dzialanie wymiatajgce wolne rodniki in vitro w
celu zmniejszenia ryzyka zachorowania na cukrzycg typu 2.” nie jest jasne.

Na stronie 20 stwierdzenie ,,Suplementacja myszy bakteriami..” Chyba poprawniej
brzmiatoby ,,Suplementacja pokarmu....”.

Co Doktorant mial na mysli piszac na stronie 84 nastepujace zdanie: ,,Naukowcy

podejrzewaja, ze histamina indukuje odpowiedzi przeciwko receptorowi histaminowemu H2

w ptucach”?



Na stronie 85 Doktorant stwierdza: ,,Jnnym waznym metabolitem zaleznym od
mikrobioty jest tryptofan, ktéry moze regulowac produkcje serotoniny i wplywac tym samym
na funkcjonowanie mézgu, przyczyniajac si¢ nawet do choréb psychicznych”. Czy tryptofan

moze byé réwniez w jaki$ sposob zaangazowany w regulacij¢ odpowiedzi zapalnej?

Przedstawione uwagi w zaden sposob nie umniejszaja wartosci pracy, a stanowig
jedynie cheé recenzenta do wlaczenia si¢ do debaty nad tak ciekawym i nowatorskim
podejsciem do badan nad patogeneza astmy. Powyzsza praca jest kolejnym krokiem do
zrozumienia wielowatkowego zagadnienia patogenezy astmy jak rowniez innych chor6b
alergicznych. Moze ona zaowocowa¢ w przyszlosci opracowaniem nowatorskiego podejscia

do leczenia lub prewencji chordb alergicznych.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spelnia formalne wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (t.j. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) oraz w oparciu o art.179 ust.1 Ustawy z dnia 3
lipca 2018r. — przepisy wprowadzajace Ustawg Prawa o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
(Dz.U. z 2018 r poz.1669). Magister Arkadiusz Hoffmann podjal bardzo ciekawg
tematyke dotyczaca patogenezy astmy. Postawil sobie jasne zadanie badawcze, ktére
realizowal w oryginalny sposéb stosujac nowoczesne metody biologii molekularnej oraz
zlozong analize¢ danych. Dobrze zaplanowane badania, w polaczeniu z odpowiednim
doborem chorych wykonanym w znanym centrum leczenia choréb alergicznych oraz
nowoczesne badania przeprowadzone w renomowanym o$rodku badawczym, pod

kierunkiem eksperta w tej dziedzinie doprowadzilo do zrealizowania zaplanowanych



zalozen. Doktorant wykazal si¢ duza wiedza w dziedzinie immunologii i biologii
molekularnej oraz umiejetnoscia powigzania jej do prowadzenia pracy naukowej,
postawienia hipotez naukowych i rozstrzygania ich w oparciu o dobrze wykonane
badania i przeprowadzone analizy. Niniejszym wnioskuj¢ o dopuszczenie powyzszej

pracy do publicznej obrony i uznanie powyzszej pracy za wyroézniajacy sie.
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