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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Michala Piotrowskiege pod tytulem ,,Wplyw prebiotykéw na
adhezj¢ bakterii beztlenowych do ludzkich komérek jelita grubego i badanie biofilmu

Clostridium difficile”.

Microbiota jelitowa czlowieka jest ztozonym, dynamicznym i przestrzennie niejednorodnym
ckosystemem zamieszkalym przez niezliczong ilo§¢ mikroorganizméw wchodzacych w
interakcje pomigdzy sobg oraz gospodarzem. Pomimo dynamicznego w ciggu ostatniej dekady,
rozwoju badan nad microbiota jelitowg wiedza na temat roli odgrywanej przez te zréznicowana
spoleczno$¢ mikroorganizméw jest weiaz ograniczona. Aby lepiej zrozumieé jej role w zdrowiu

i chorobie konieczna jest ich kontynuacja.

Przewdd pokarmowy czlowieka posiada ogromng powierzchnie wynoszaca od 250 do 400 m2.
Powierzchnia ta ulatwia procesy trawienia i wchlaniania. Posiada receptory, do ktérych
mikroorganizmy przylegajg, co ulatwia im kolonizowanie przewodu pokarmowego. Szacuje
si¢, ze przewdd pokarmowy kolonizuje okolo 100 bilionéw mikroorganizméw, - bakterii,
wiruséw, grzybéw i pierwotniakéw. Polgczony genom wszystkich drobnoustrojéw

znajdujgcych si¢ w przewodzie pokarmowym to >3 milionow gendéw, dla przypomnienia



genom czlowieka liczy ,,tylko” 23 000 gendéw. Mikroflora jelitowa czesto okreélana jest jako
»super-organizm”, ktéry uwalnia biologicznie aktywne czasteczki oraz jako ,,wirtualny narzad
dokrewny”, wywierajacy silny i réznorodny wplyw na fizjologi¢ czlowieka. Szacuje sie, ze
masa microbiota jelitowej to okoto 2 kilogramy czyli wigcej niz masa watroby, ktéra jest
najwigkszym narzadem wewnetrznym. Obecnie wiadomo, ze microbiota nie tylko odgrywa
rolg¢ w syntezie uzytecznych biologicznie aktywnych czasteczek, ale jest $cisle zaangazowana

w modulowanie odpowiedzi immunologiczne;.

Zaburzenie normalnej mikroflory jelitowej moze prowadzi¢ do braku réwnowagi w relacjach
migdzy gospodarzem a mikroorganizmem. Liczne badania dostarczyly dowodow na to, ze
zmiana w skladzie mikroflory komensalnej mikrosrodowiska jelitowego czyni ja bardziej
podatng na adhezj¢ patogendw. Stan braku réwnowagi mikrobiologicznej wywiera
niekorzystny wplyw na gospodarza i okreslany jest jako dysbioza. W przypadku dysbiozy przy
zaburzonej rownowadze gatunkéw w microbiota wystgpuje zwigkszone ryzyko niektoérych
chorob, w tym choroby Parkinsona, autyzmu, otylosci, cukrzycy i pewnych reakcji

autoimmunologicznych.

Dysbioza moze by¢ szkodliwa dla gospodarza, prowadzgc do zapalenia i uszkodzenia tkanki
$luzowej, ktore predysponuja do standéw patologicznych, takich jak zakazenie Clostridium

difficile (obecnie Clostridioides difficile) lub nieswoiste zapalenie jelit.

Jednym z czynnikéw prowadzacych do zaklécenia réwnowagi microbiota jest naduzywanie
antybiotykow, ktore moze powodowaé zaburzenia przewodu pokarmowego 1 rozwdj zakazenia

wywolanego Clostridioides difificile.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy niezwykle istotnego zagadnienia
jakim jest wplywu prebiotykdw na adhezjg¢ oraz formowanie biofilmu przez C. difficile oraz

szczepy z rodzaju Bacteroides.

Praca zostala wykonana w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Lekarskiej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Hanny Pituch wybitnej
polskiej specjalistki w zakresie patogenezy i epidemiologii zakazen Clostridioides difficile oraz
badan dotyczacych wplywu substancji pochodzenia naturalnego na biofilm bakteryjny, co z

géry gwarantowato wniesienie znacznego wktadu wiedzy w zaplanowane badania.

Rozprawa doktorska zostala opracowana zgodnie z nowymi wytycznymi wynikajgcymi z

nowelizacji Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w



zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku z pdZniejszymi zmianami. Rozprawa ta jest zbiorem
trzech oryginalnych powigzanych tematycznie artykutéw, opublikowanych w ¢zasopismach z
listy filadelfijskiej: European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, Future
Microbiology, Microbes and infection. Nalezy podkresli¢, ze mgr Michal Piotrowski jest w tych
trzech pracach pierwszym autorem. Laczny IF publikacji wynosit 8,702, a liczba punktéow
MEIN 300. Na podstawie zalagczonych objasnien, co do roli poszczegdinych wspétautorow
wynika, ze Doktorant mial znaczacy wkiad w wykonanie badafi oraz znaczacy wkiad
intelektualny w opracowaniu koncepcji badan i interpretacji wynikéw oraz przygotowaniu

manuskryptéw pracy.

W pracy dotyczacej wplywu fruktooligosacharydéw (FOS) i mannozy (MAN) na adhezje
Clostridium difficile i tworzenie biofilmu w zalezno$ci od stgzenia Autorzy badali czy
prebiotyki czyli substancje, ktérych organizm ludzki nie trawi, oddzialujg na adhezje i
tworzenie biofilmu in vitro przez szczepy Clostridioides difficile. Wiréd badanych substancji
o wladciwosciach prebiotyku najwigkszy potencjat antyadhezyjny wykazano w przypadku FOS
i MAN. Stwierdzili, ze oba prebiotyki w st¢zeniu 8% obnizaly wzrost biofilmu. Natomiast przy
niskich stgzeniach 1% zaobserwowali wzmozony jego wzrost. Jednak wizualizacja tego
biofilmu z uzyciem laserowej mikroskopii konfokalnej wykazata zmieniong, heterogenng
struktur¢ z obecnoscig agregatdw. Wykazano, ze prebiotyki wplywaja na adhezje i tworzenie

biofilmu C. difficile w zréznicowany sposob, w zaleznosci od ich steZenia.

Mam pytanie do Doktoranta. Czy stosowanie odpowiedniej diety w tym prebiotykéw, w
trakcie antybiotykoterapii mogloby wplywaé na ograniczenie ryzyka rozwoju i nawrotu

zakazenia C, difficile?

W kolejnej pracy dotyczacej wplywu prebiotykéw na biofilm bakterii z rodzaju
Bacteroides oraz efekt synbiotyczny w stosunku do C. difficile Autorzy przedstawili wyniki
badan wplywu siedmiu prebiotykdéw i kandydatéw na prebiotyk na adhezje i wytwarzanie
biofilmu przez szczepy bakterii beztlenowych nalezacych do gatunkéw B. fragilis i B.
thetaiotaomicron wchodzgcych w sklad microbiota jelitowej czlowieka. Zaobserwowali, ze
inkubacja C. difficile ze szczepami B. fragilis i B. thetaiotaomicron powodowata znaczace

zahamowanie adhezji C. difficile. W pracy tej Autorzy po raz pierwszy opisali synbiotyczny



wplyw bakterii z rodzaju Bacteroides o potencjalnych wlasciwosciach probiotycznych w

potaczeniu z prebiotykiem FOS na adhezje¢ oraz tworzenie biofilmu przez C. difficile.

Cykl monotematycznych publikacji konczy praca dotyczaca dzialamia prebiotykéw
pochodzgcych z mleka ludzkiego 3’-sialyllaktozy i 6’-sialyllaktozy na adhezje¢ i tworzenie
biofilmu przez Clostridioides difficile. Autorzy w wyniku przeprowadzonych badan ir vitro
zaobserwowali, ze kluczows rol¢ w adhezji C. difficile odgrywaja biatka $ciany komoérkowej
Cwp4 i Cwpb6 a oligosacharydy mleka ludzkiego (HMOs, ang. human milk oligosaccharides)
moga ja hamowal. Zdjecia biofilmu wykonane przy uzyciu laserowego mikroskopu
konfokalnego uwidocznity zmiany w strukturze biofilmu zachodzace pod wptywem HMOs. Sa

to pierwsze opublikowane wyniki na temat wpltywu HMOs na adhezje oraz tworzenie biofilmu

przez C. difficile.

Doktorant w przygotowanym wstepie zadeklarowal w zwigzku z uzyskaniem interesujacych

wynikéw kontynuacje badan dotyczacych wplywu réznych HMOs na C. difficile.

Mam w zwigzku z tym pytanie. Czy preparaty zawierajace HMOs moglyby mieé

zastosowanie w zwalczaniu zakazenia C. difficile?
Na czym polegaé méglby efekt dzialania HMO?

Ktore z preparatéw probiotyki czy prebiotyki moga mie¢ bardziej korzystny wplyw na

modulowanie microbiota jelitowej?
Czy probiotyki mogg utrudnia¢ odnow¢ microbiota po antybiotykoterapii?

Zbiér prac poprzedzony jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz 24 stronicowym
wstepem, ktory wprowadza czytelnika w obecny stan wiedzy na temat microbiota jelita
grubego. Wiedza ta dotyczy réznorodnosci skladu mikrobiota i jej wplywu na zdrowie
gospodarza, mechanizmu i terapii zakazen wywolanych przez Clostridioides difficile CDI, oraz

wplywu prebiotykéw na mikrobiota jelita.

Doktorant we wstepie do rozprawy doktorskiej zaznaczyl, ze podstawa do rozpoczecia i

zaplanowania badan byla ograniczona wiedza dotyczgca:

¢ stosowania prebiotykéw oraz synbiotykéw w leczeniu oraz profilaktyce pacjentéw z

CDI oraz



* wplywu prebiotykow na adhezj¢ oraz formowanie biofilmu przez C. difficile oraz

szczepy z rodzaju Bacteroides.

Chciatabym podkresli¢, ze wprowadzenie napisane jest przez Doktoranta w sposéb zwiezty
mimo, ze zakres tematyczny wstepu jest bardzo szeroki. Ta czg$¢ rozprawy jest nie mniej
ciekawa niz zawarte w niej prace oryginalne. Po przeczytaniu wstepu jasne stajg si¢ ogdlne cele

pracy, a wybor celow dodatkowych dobrze uzasadniony.
Cel ten zostal zrealizowany poprzez:

1. Zbadanie wptywu wybranych prebiotykéw i kandydatow na prebiotyki na adhezje
patogenu ludzkiego C. difficile oraz szczepoéw z rodzaju Bacteroides wchodzacych w
sklad microbiota przewodu pokarmowego, do ludzkich komoérek nablonka jelita
grubego in vitro.

2. Zbadanie wptywu prebiotykéw w tym HMOs i kandydatéw na prebiotyki na tworzenie
bioftimu przez szczepy C. difficile.

Dodatkowe cele realizowano poprzez;

1. Zbadanie zdolno$ci tworzenia biofilmu przez szczepy Bacteroides sp. w celu wybrania
szczepu o najlepszych pod tym wzglgdem wiasciwosciach do dalszych badan.

2. Zbadanie synbiotycznego dziatania prebiotyku ze szczepem Bacteroides sp. Na adhezje
1 tworzenie biofilmu przez C. difficile.

3. Sprawdzenie w jaki sposob prebiotyki dzialaja na bakterie patogenne tj. szczepy
enterotoksynotworcze Bacteroides fragilis (ETBF) powodujgce biegunki u ludzi.

4. Okreslenie wptywu wybranych HMOs na ekspresj¢ genéw cwp84 i ewp66 kodujacych
biatka biorace udziat w adhezji C. difficile.

We wstepie, co warte jest podkreslenia, Doktorant przedstawil skrécony opis materiatéw i
metod ktéry zawiera: opis szczepow C. difficile i Bacteroides sp. zastosowanych w badaniach,
przygotowanie prebiotykoéw i kandydatéw na prebiotyki, hodowle linii komérkowych oraz
metody badania adhezji komérek bakteryjnych do linii komorkowych, biofilmu bakteryjnego
oraz wptywu HMOs na ekspresj¢ genéw cwp66 i cwp84.

Analizujagc przedstawione przez Doktoranta na zakoficzenic Podsumowanie, mozna

Jednoznacznie stwierdzi¢, ze w zaplanowanych badaniach osiagnieto cel jakim bylo zbadanie
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wplywu prebiotykéw na adhezje C. difficile oraz wykazanie, ze obecno$é w microbiota jelita
paleczek jelitowych Bacteroides sp. w polaczeniu z prebiotykiem moze mie¢ znaczenie w

profilaktyce CDI.

Cele pracy zostaly zrealizowane i podsumowane w 11 dobrze zredagowanych wnioskach z
ktorych wynika, ze stosowanie prebiotykéw moze ulatwi¢ odbudowe zdegradowanej

microbiota oraz hamowa¢ adhezje patogenéw do komdrek gospodarza.

Chciatabym podkre$li¢, ze praca doktorska Pana mgr Michala Piotrowskiego wnosi znaczgcy
wkiad do zagadnien zwigzanych z regulowaniem skladu microbiota poprzez zastosowanie

prebiotykéw, probiotykow i synbiotykdw oraz okreslenie ich wplywu na zdrowie cztowieka.

Prebiotyki spozywane w odpowiednich ilosciach moga przyczyni¢ si¢ poprawy zdrowia,
Jednak wiele pytan dotyczacych ich stosowania w zaburzeniach zoladkowo-jelitowych
pozostaje bez odpowiedzi, w tym jakie s3 optymalne dawki, czas trwania leczenia, efekty
fizjologiczne i immunologiczne oraz bezpieczenstwo u ostabionych pacjentéw. Mimo to warto
wziaé pod uwage rosnacg liczbe badan dotyczacych roli prebiotykéw w réznych zaburzeniach

zolagdkowo-jelitowych i tendencjg¢ do uznawania ich za wazng terapi¢ uzupeiniajaca

Polaczenie w jedna, spdjng calo$¢ trzech prac umozliwia przy tym prze§ledzenie tych
poszukiwan przez Doktoranta. Waga i znaczenie uzyskanych przez Doktoranta wynikéw
zostalo potwierdzone publikacjami unikalnymi w skali Swiatowej w renomowanych

czasopismach mi¢dzynarodowych.

Podsumowanie

Zaplanowane i przeprowadzone przez Pana mgr Michala Piotrowskiego badania wskazuja na
to, ze jest on samodzielnym pracownikiem naukowym, a wyniki Jego badan stanowig istotny
wkiad do nielicznych na $wiecie publikacji dotyczacych wplywu prebiotykéw na adhezje

bakterii chorobotwodrczych ze szczegolnym uwzglednieniem Clostridioides difficile.

Jako Recenzent stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji Rozprawa Doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz.U. nr 65, poz. 5 z p6zn. zm. ).



Gratulujac Doktorantowi Promotorowi i Promotorowi pomocniczemu zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk o Zdrowiu, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o

dopuszczenie Pana mgr Michata Piotrowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na innowacyjny charakter prac stanowiacych rozprawe doktorska

Pana mgr Michala Piotrowskiego wnioskuje o jej wyrdznienie.
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