Ocena rozprawy doktorskiej lek. Michala Roberta Batora pod tytulem:

»Rola mikrobioty jelitowej u chorych na szpiczaka plazmocytowego”.

Szpiczak plazmocytowy (MM) jest choroba nowotworowa charakteryzujaca sie¢
niekontrolowanym rozrostem klonalnych plazmocytow wywotanym przez
wewnatrzkomorkowe  zaburzenia genetyczne. Komorki szpiczaka plazmocytowego
charakteryzuja si¢ zwiekszong proliferacja i zdolnoscia do przerzutow. MM jest
spowodowany mutacjami punktowymi i/lub aberracjami chromosomowymi. Te ostatnie
obejmuja translokacje, delecje 1 duplikacje, ktore sag obecne w komorkach plazmatycznych.
Objawy i nastgpstwa tej choroby nowotworowej zaleza nie tylko od nadmiaru okreslonego
rodzaju komoérek nowotworowych (w tym wypadku patologicznych plazmocytéw), ale takze
od wytwarzanego przez te komorki biatka monoklonalnego (M) oraz r6znego rodzaju cytokin.
Zmiany cytogenetyczne sg istotnymi czynnikami prognostycznymi w przebiegu MM. Mimo
ze MM jest rzadkim nowotworem i stanowi okoto 1% wszystkich nowotwordéw, to jest
jednym z najczgsciej wystepujacych nowotwordéw uktadu krwiotworczego i chtonnego (10—
15%). Wigkszos¢ (90%) przypadkoéw szpiczaka plazmocytowego jest rozpoznawanych
u chorych powyzej 50 roku zycia, a mediana wieku w czasie rozpoznania wynosi okoto 70 lat.
Poznanie biologii MM i wprowadzenie nowych lekow do terapii tej choroby wptyneto
na zmiang jej postrzegania.

Mikrobiota jelitowa czlowieka zostala wykazana jako wazny czynnik regulujacy
rozwdj i progresje chorob u ludzi, kolonizacj¢ patogendow i odpowiedz immunologiczna.
Zmiany w tym ekosystemie mogg prowadzi¢ do miejscowego lub ogoélnoustrojowego stanu
zapalnego. Aktywno$¢ immunologiczna w jelitach, pod wptywem zmian indukowanych przez
mikrobiom i metabolity, ma zdolno§¢ wplywania na komoérki odpornosciowe w odlegtych
narzadach/ szpiku kostnym (BM) i moze odgrywaé role w rozwoju nowotworow
hematologicznych. Istnieje coraz wigcej dowoddéw na to, ze na odpowiedz gospodarza
na chemioterapeutyki moze wptywac¢ mikrobiota jelitowa, gtownie w zakresie promowania
skutecznos$ci lekow, znoszeniu efektow przeciwnowotworowych 1 modulacji toksycznosci.
Jak dotad przeprowadzono relatywnie niewiele badan w opisywanym zakresie u chorych
na szpiczaka plazmocytowego, co wigcej czesto wyniki tych badan sg niespojne

i niejednoznaczne. W Polsce tego typu badania nie byly jeszcze realizowane.
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Stad tez glownym celem pracy lekarza Michata Roberta Batora bylo zbadanie
mikrobiomu w populacji polskich chorych ze $wiezo rozpoznanym szpiczakiem
plazmocytowym (Newly diagnosed multiple myeloma, NDMM) w odniesieniu do sktadu
mikrobiomu zdrowych Polakow.

W pracy Autor postanowil odpowiedzie¢ na nast¢pujace pytania:

1. Czy wystepuja réznice w sktadzie mikrobiomu pomiedzy polska populacja
chorych na NDMM i 0s6b zdrowych ?

2. Czy wystepujace roznice w sktadzie mikrobiomu pomiedzy chorymi
na NDMM a zdrowymi osobami moga przyczynic¢ si¢ do rozwoju choroby /

3. Czy istniejg roznice w obfitosci wzglednej pomiedzy badanymi grupami wsrdd
bakterii powigzanych z metabolizmem krotko tancuchowych kwasow
thuszczowych ?

Dodatkowym celem pracy bylo bankowanie informacji na temat mikrobiomu 0sob

populacji polskiej, z mozliwoscig wykorzystania do dalszych analiz.

Badania przeprowadzono w ramach realizacji projektu, tytut projektu: ,,ProHum -
Interdyscyplinarna Szkota Doktorska - planowanie badan eksperymentalnych, tworzenie
I optymalizacja zwierzgcych modeli doswiadczalnych z umiejetnosciami transferowania ich
do badan klinicznych w medycynie czlowieka” (POWR.03.02.00-00-1008/17-0 i numer
projektu SIMPLE: POWR.F008.19.002.), Kierownik Projektu- Prof . Marcin Nowak. Srodki
niezbedne do realizacji wyzej wymienionego projektu pochodzily z Projektu ProHUM
oraz z wsparcia finansowego Rektora ds. Nauki Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Wroctawiu (KB - 415/2021).

Kazdemu choremu przedstawiono projekt badania, jego cele oraz prosb¢ o dobrowolne
podpisanie $wiadomej zgody na udziat w badaniu.

Do badania wilaczono 19 chorych zdiagnozowanych w latach 2021-2022, w Klinice
Nowotwordéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu . Grupe
badang stanowili pacjenci ze $wiezo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym (Newly
diagnosed multiple myeloma, NDMM).

Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych osob: 8 kobiet i 12 m¢zczyzn w $rednim wieku
60 lat, zakres [45 lat- 78 lat]. Dobor os6b grupy kontrolnej pod wzgledem pici i wieku

odpowiadal grupie badanej. Do badania kwalifikowani byli zdrowi ochotnicy, nie obcigzeni
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nowotworem jelita grubego, niespecyficznym zapaleniem jelit, ktorzy zadeklarowali,
ze co najmniej 90 dni przed oddaniem prébki stolca do badania nie przyjmowali
antybiotykow.

Badania zostaly przeprowadzone w Laboratorium Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego im. Jana Mikulicza-Radeckiego we Wroctawiu, Pracownii Cytometrii
Przeptywowej Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku we Wroctawiu, Pracowni
Cytochemii i Cytomorfologii Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku we Wroctawiu,
Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki - Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu .

U wszystkich pacjentoéw przeprowadzono diagnostyke zgodnie z obowigzujacymi
zaleceniami 1 postawiono rozpoznanie zgodnie z kryteriami IMWG. W oparciu
0 przeprowadzone badania chorych zakwalifikowano do leczenia indukujacego remisje

choroby w oparciu o obowigzujace standardy.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje wraz ze streszczeniami,
wykresami, rycinami i tabelami 104 strony wydruku komputerowego. Uktad pracy

przedstawiony w spisie tresci jest poprawny.

We wstepie Autor szczegétowo omawia aktualny stan wiedzy na temat szpiczaka
plazmocytowego i roli mikrobiomu cztowieka i potencjalnego zastosowania wynikéw badan

nad nim w hematologii i onkologii.

Postawione cele pracy nalezy uzna¢ za godne realizacji.

Pacjenci i metody stanowig kolejny rozdzial, szczegétowo opisujacy przebieg

badania.

Wyniki podane sa w osobnym rozdziale w formie graficznej i opisowej, pozwolity
one na sformutowanie nastepujacych wnioskoéw, ktére zostaly przedstawione w sposob
opisowy i stanowig w wigkszo$ci odpowiedzi na postawione cele pracy:

1. Mikrobiom chorych na $wiezo zdiagnozowanego szpiczaka plazmocytowego

1 mikrobiom 0s6b zdrowych rdznig si¢ w aspekcie roznorodnosci beta.

str. 3
Piotr Rzepecki
Warszawa 10 lipca 2023 roku



2. Roznice pomig¢dzy mikrobiomami chorych na NDMM 1 zdrowych wystepuja
w kazdej z 4 podstawowych metryk: Jaccard, Bray-Curtis, Unweighted-
unifrac, Weighted-unifrac.

3. Okreslone taksony wystepuja w réznej obfitosci w mikrobiomie jelitowym
osob zdrowych i chorych z rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.
Réznice w obfitosci  wzglednej wystepuja na roéznych poziomach
taksonomicznych.

4. Rodziny bakterii ktore wykazuja réznice wzglednej obfitosci pomigdzy
chorymi i zdrowymi sg nastepujace: Peptostreptococcaceae, Lachnospiraceae,
Staphylococcaceae. Rodzaje bakterii wykazujace roznice we wzglednej
obfitosci wykazano wsrdd bakterii nalezacych do : Lachnospiraceae UCG-
008,Erysipelotrichaceae UCG-003 , Anaerostipes.

5. W mikrobiomie 0sob chorych i zdrowych wystepuja réznice w obfitosci
wzglednej pomiedzy bakteriami uczestniczacymi w metabolizmie krotko
tancuchowych kwasow thuszczowych.

6. Mikrobiom chorych na $wiezo zdiagnozowanego szpiczaka plazmocytowego
I mikrobiom 0s6b zdrowych nie r6znig si¢ w aspekcie réznorodnosci alfa,
w zadnej z czterech podstawowych miar: Indeks Shannon, Pielou's Evenness,
Observed Features (OF), Faith's Phylogenetic Diversity (PD).

W Omowieniu wynikow i dyskusji Autorka w sposob zwiezty i szczegdtowy
ocenia uzyskane przez siebie wyniki i poréwnuje je z rezultatami badan

przeprowadzonych, opublikowanych przez innych lekarzy.

Pismiennictwo jest bardzo rozbudowane, dobrane wiasciwie, w zdecydowanej

wigkszo$ci pochodzi z ostatnich 10 lat.

Podsumowujac ocene¢ rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzié, ze stanowi ona kolejny
krok w zastosowaniu analizy mikrobiomu cztowieka w poszukiwaniu nowych czynnikow
prognostycznych i predykcyjnych, wskazéwek co do przyczyn rozwoju szpiczaka

plazmocytowego 1 miejmy nadziej¢ w projektowaniu terapii u chorych na ten nowotwor.
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W pracy lekarz Michat Robert Bator wykazat si¢ bardzo dobrg znajomo$cig warsztatu
jakim powinien si¢ poslugiwaé pracownik naukowy- lekarz. Na wyr6znienie zashuguje
perfekcyjne wykorzystanie skomplikowanych metod statystycznych do opracowania

uzyskanych wynikéw.

Wyrdzniki/auty pracy

Prowadzone aktualnie na $wiecie badania analizujg wplyw diety na ilosciowy
1 jakosciowy sklad mikrobiomu. W jednym z badan opublikowanych w 2020 roku,
dotyczacych wynikow leczenia i1 czasu przezycia 423 pacjentow z MM wykazano,
ze mniejsza $miertelno$¢ 1 dluzszy catkowity czas przezycia obserwowano w grupie chorych
Z wzorcem zywieniowym opartym na ro$linach. Diety oparte na pokarmach roslinnych sa
bogate w rozpuszczalny blonnik, dodatkowo wykazuja wigkszy poziom bakterii zaliczanych
do Bacteroidetes, Lactobacilli, Bifidobacteria i Clostridium clusters. Wymienione grupy
bakterii obejmuja Eubacterium, Roseburia, Faecalibacterium. Bakterie te maja zdolnos¢
rozktadania blonnika oraz uczestnicza w wytwarzaniu krétko lancuchowych kwasow
tluszczowych (SCFA) propionianu, maslanu i octanu, ktore wykazauja w jelitach silne
dziatanie przeciwzapalne. Styl odzywiania i sktad pozywienia os6b zamieszkujacych kraje
Europy Zachodniej i Stany Zjednoczone sa ubozsze w btonnik, co wptywa na ilo$¢ SCFA.
By¢ moze roéwniez dieta modyfikujac sktad mikrobiomu, wplywa na rdéznice w ilo$ci

zachorowan na szpiczaka plazmocytowego w roznych czesciach $wiata.

W analizie uzyskanych wynikow Autor wykazal réznice istotne statystycznie wsrod bakterii
zaliczanych do rodzin:

e Peptostreptococcaceae ( p <0.0163)

e Lachnospiraceae (p =0.016)

e Staphylococcaceae (p = 0.01)
Dodatkowo wykazano roznice w obfitosci wzglednej wsrod bakterii zaliczanych do rodzaju:

e Lachnospiraceae UCG-008 ( p <<0.001)

e Erysipelotrichaceae UCG-003 ( p= 0.0015).

e Anaerostipes ( p<<0.001).
Obfitos¢ wzgledna wymienionych bakterii byla istotnie mniejsza w grupie badanej
W porownaniu do grupy kontrolnej osob zdrowych. Wymienione Rodziny i grupy bakterii
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uczestniczg mi¢dzy innymi w metabolizmie krotko tancuchowych kwasow tluszczowych
I przez to wptywaja na uktad immunologiczny gospodarza.
1. Jest to pierwsza analiza populacji polskiej poréwnujaca mikrobiom 0s6b zdrowych
i chorych na NDMM, jeszcze przed rozpoczeciem leczenia przeciwnowotworowego.
Prezentowane wyniki sg pierwszym opracowaniem zmian we wzglednej obfitosci
bakterii w polskiej populacji.
2. Zmiany wzglednej obfitosci wsrod bakterii Gatunku Erysipelotrichaceae UCG-003
mogg mie¢ znaczenie w rozwoju stanow zapalnych jelit chorych na szpiczaka

plazmocytowego

Jest jeszcze jedna warto$§¢ pracy- doskonaly rys historyczny przedstawiajacy etapy
poznawania szpiczaka plazmocytowego, wprowadza poje¢ medycznych stasowanych w tej
jednostce chorobowej, to samo dotyczy mikrobiomu czlowieka. Za to Recenzent jako

mitosnik historii, w tym historii medycyny bardzo dzi¢ckuje.

Powyzsze fakty stanowia moim zdaniem podstawe do wyro6znienia pracy.

Z obowiazku recenzenta zwracam uwage na:

Ograniczenie pracy:

1. Zbyt mata liczebno$¢ ocenianych grup uniemozliwia ich zastosowanie w praktyce
klinicznej 1 b. utrudnia odpowiedz na postawiony drugi cel pracy- :Czy wystepujace
réznice w sktadzie mikrobiomu pomie¢dzy chorymi na NDMM a zdrowymi osobami
mogg przyczyni¢ si¢ do rozwoju choroby ?” OczywisScie wymaga to dalszych badan,

do wykonania ktorych juz teraz Doktoranta zachgcam.

Usterki:

1. Na stronie 104 pracy nagtéwek wskazuje, ze powinna by¢ zalaczona w tym miejscu
zgoda Komisji Bioetycznej, w mojej wersji dokumentu stwierdzam jej brak-

do uzupehienia w ostatecznej wersji.
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W alfabetycznym wykazie skrétow uzywanych w tekscie niektore terminy wymagaja
poprawek, np.: chimera fitering- potrzebne wyjasnienie po polsku, NAFLD- zmiana
z thluszczeniowej choroby watroby na sttuszczeniowa; OF, PD, wykres PcoA-
konieczne thumaczenie na jezyk polski.

Strona 12 jest szpiczak mnogi, powinien by¢ szpiczak plazmocytowy.

Brakuje troche pauz mi¢dzy wyrazami, np.: strona 16 drugi wiersz w tabelce, strona
42 ostatni wiersz na stronie.

Strona 20 zdaniem recenzenta powinna by¢ interleukina 6 a nie 8 oraz cytometria
a nie cystometria.

Braki ortograficzne; konieczna zmiana na stronie 48 - 4 wiersz.

Przyimki i spojniki nie powinny by¢ zastawiane na koncu wiersza tylko przenoszone

do nowego.

Pomimo istnienia tych niedoskonato$ci prace oceniam bardzo pozytywnie ze wzgledu

na zaprezentowany material oraz istotne klinicznie refleksje nad nim.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okre$lone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca

2028 Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668).

Uwazam, ze lek Michal Robert Bator powinien byé¢ dopuszczony do dalszych

etapow przewodu doktorskiego a jego rozprawa z uwagi na pionierski charakter

prowadzonych badan i uzyskanych wynikow zasluguje na wyroznienie.

Jednoczes$nie dzickuje za przywilej recenzowania tej pracy.
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