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Ocena
rozprawy doktorskiej lek. med. Karola Kowalskiego na stopien doktora nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne, pt. ”Zaburzenia
Mikrobioty jelitowej w chorobie Alzheimera”. Praca zostala wykonana w Katedrze
i Klinice Gastroenterologii i Hepatologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich
we Wroclawiu pod kierunkiem Promotora Pani Dr hab. n. med. Agaty Mulak, Profesora

Nadzwyczajnego

Przedstawiona do oceny praca doktorska Lekarza medycyny Karola Kowalskiego jest
opracowaniem .‘monograﬁcznym, ktore powstalo w Katedrze i Klinice Gastroenterologii i
Hepatologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu pod kierunkiem
Promotora Pani Doc. Agaty Mulak. Erzedstawiona rozprawa doktorska dotyczy bardzo
aktualnego tematu jakim sg zmiany w rr'lik}ob:ibcie jelitowej u chorych cierpigcych na chorobe
Alzheimera. Praca, ktérej zasadnicze cele oraz przyblizenie wynikéw i dyskusja sa
przedstawione jasnym i zrozumiatym jezykiem, jest w calosci starannie przygotowana pod
wzgledem naukowym oraz graficznym w oparciu o aktualne piSmiennictwo zwlaszcza
zagranicznych autoréw, odpowiadajace zagadnieniom stanowigcym tre$¢ rozprawy.
Co istotne i1 warte podkreslenia, Doktorant przytacza réwniez piSmiennictwo krajowych
gastroenterologdbw, ~w  tym  znamienitych  cztonkéw  Polskiego ~ Towarzystwa
Gastroenterologicznego, co dodatkowo podkresla i wzmacnia udziat naszych krajowych
specjalistow w aktualnych biezacych zagadnieniach wspdlczesnej gastroenterologii. Sama
edycja pracy $wiadczy o nabytym juz duzym do$wiadczeniu Autora z zakresu przede
wszystkim z choréb wewngtrznych, w tym w klinicznej gastroenterologii, ale réwniez
zagadnieni z neurofizjologii i cherdb neurologicznych. Praca liczy w sumie 113 stron
1 charakteryzuje si¢ klasycznym uktadem typowym dla tego typu prac, z podziatem na wstep,
zalozenia i cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski i streszczenie. Liczba

pozycji piSmiennictwa liczy 203 pozycje bezposrednio powigzanego z tematem tej rozprawy.

Temat ocenianej rozprawy na stopien doktora nauk medycznych, dotyczy bardzo aktualnych
zagadnien jakimi sa powigzanie choroby Alzheimera (AD) a powiklaniami ze strony
przewodu pokarmowego. AD jest dzi$ najczestsza przyczyna demencji i charakteryzuje sie

postgpujgcym deficytem funkeji poznawezych, ubdstwem podstawowych funkcji zyciowych,



obnizajagc w sposob szczegdlny, jako$¢ zycia chorych cierpigcych na to schorzenie.
Patomechanizm choroby AD przypisywany jest glownie odktadaniu si¢ amyloidu B w formie
blaszek amyloidowych i nadekspres;ji biatka tau. Prowadzi to do w konsekwencji do zapalenia
w zakresie osrodkowego ukladu nerwowego, utraty czynnych potgczen synaptycznych
1 $mierci neurondéw w skutek m. in. nasilonej apoptozy. Hipoteze amyloidowg Autor thumaczy
poprzez proteoliz¢ do glikoproteiny APP, prowadzaca do powstania peptydow, w tym
AB40142, ktore agreguja w oligomery, fibryle, nastepnie tworzace blaszke amyloidows.
Doktorant stwierdza, ze oligomery AP sa postrzegane jako najbardziej toksyczne formy
amyloidow. Mechanizm amyloidu  w patogenezie AD nie jest do konca poznany i wcigz
poszukuje‘.Siq czynnikow i mechanizméw posrednich odpowiedzialnych za inicjacje jego
agregacji. Autor stwierdza, w dalszym ciggu $wietnie zredagowanego Wstepu, ze nie ma
skutecznego leczenia dla chorych z AD, a farmakoterapia ma charakter typowo objawowy, co
wiecej, jej celem jest ograniczenie zabutzen w. zakresie funkcji poznawczych i otgpienia. Jesli
chodzi o leczenie farmakologiczné, to zgodnie z przytoczong hipotezg cholinergiczng
w leczeniu AD stosuje si¢ inhibitory acetylocholinesterazy (AchE), co przektada sie na
zwigkszona biodostgpnos¢ Ach w dziataniu na receptory nikotynowe (N) i muskarynowe (M)
zarbwno w CSN jak i na obwodzie. W klasycznym leczeniu stosuje si¢ tez statyny, ktdre
obnizajg poziom cholesterolu, ograniczajagce dziatanie biatka fau, oraz usuwanie AB z mozgu.
Dlatego w opinii Doktoranta, zadna z tych metod i hipotez nie daje mozliwosci wyleczenia
idlatego poszukuje si¢ nowych alternatywnych mozliwosci terapeutycznych. Zgodnie
z glownymi celami pracy, Autor przechodzi w dalszym ciggu swojej dysertacji do omowienia
udziatu mikrobioty jelitowej i jej posrednictwa w dwukierunkowego powigzaniu jelit
z osrodkowym uktadem nerwowym (OUN). Na charakter tych zmian ma przede wézystkim
wplyw sktad i1 zrdéznicowanie mﬁkrobioty jelitowej. Istotnym jest, ze bakterie jelitowe
produkujg znaczng ilo$¢ amyloidu, kt'()ry pomimo innej sekwencji aminokwasow jest
w swojej strukturze trzeciorzedowej podobny do amyloidu produkowanego w OUN. Poprzez
mechanizm mimikry molekularnej bakteryjne amyloidy, na podobienstwo-biatek prionowych,
mogg indukowac¢ nieprawidlowe fatdowanie wlasnych amyloidéw umozliwiajac ich agregacije
1 formowanie blaszek amyloidowych. Niestety staro$¢ osobnicza prowadzi do rozszczelnienia
bariery krew-mo6zg prowadzac do zwigkszenia jej przepuszczalnosci dla samych bakterii
jelitowych, bakteryjnych endotoksyn (np. LPS) i czynnikdéw zapalnych, szczegdlnie w okolicy
hipokampa, ktéry jest osrodkiem odpowiedzialnym za tzw. mechanizm pamieci $wiezej

i w zwigzku z tym ma wplyw rowniez na proces uczenia si¢. W tym procesie nie mozna tez
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poming¢ nad-reakcji jaka jest nadmierna odpowiedZ ze strony uktadu immunologicznego,
przez co dochodzi do indukcji przewleklego stanu zapalnego w ukladzie nerwowym,

obserwowanego zwlaszcza u 0s6b w podesziym wieku.

Przytoczone przez Autora wyniki badan na modelach zwierzecych i obserwacje kliniczne
jednoznacznie wskazujg na udzial mikrobioty jelitowej, ktora u cztowieka osigga znaczaca
wagge (az ~1.5 kg), w patomechanizmie AD, chociaz brakuje doktadnych danych badawczych
Swiadczacych o  tym  bezposrednim  zwigzku, zwlaszcza ~w  chorobach
neurozwyrodnieniowych, do ktérych zalicza AD bedaca tematem rozprawy doktorskiej
Kandydata..Odpowiedz trzewnego uktadu immunologicznego i jak réwniez przepuszczalnosé
jelitowa Wkonféks'cie modyfikacji skladu i liczebnosci mikrobioty jelitowej w AD réwniez
pozostaje nieznana. Pragne¢ wskaza¢ na oryginalnos¢ i sam zamyst badania oraz starania
Doktoranta w kierunku podjgcia si¢ tego .tematu rozprawy, ktéry wymaga doskonatej
znajomosci neurologii w powigzaniu® Z‘Lg:e;straénterologiq zarowno doswiadczalng jak przede

wszystkim kliniczng, co niewatpliwie jest w opinii Recenzenta warte docenienia.

Wychodzac z tych zalozen przedstawionych szczegétowo we Wstepie, Doktorant wykorzystat
wiedz¢ na temat powyzszych aspektow, juz po czesci umocowang w literaturze medycznej
m.in. przez Opiekuna i zarazem Promotora tego przewodu doktorskiego Panig Doc. Agate
Mulak wraz z Doktorantem, co potwierdzam z wielkg przyjemnosciag. Dr Kowalski
zaplanowatl kilka celow badawczych z ktorych najwazniejszym byla ocena czestosci
wystepowania zaburzen ilosciowych mikrobioty jelitowej w postaci tzw. zespotu przerostu
bakteryjnego (SIBO) u pacjentéw z AD w poréwnaniu do kontroli, przy uzyciu wodorowego
testu oddechowego z laktuloza. Ponadto w badanej grupie chorych z AD badano stezenie
kalprotektyny i zonuliny w kale, ktére to biomarkery (zwlaszcza kalprotektyng) s uznanymi
wyznacznikami m. in. cig¢zkosci - odpowiednio stanu zapalnego jelit i przepuszczalnosci
bariery jelitowej. Autor zaplanowal korelacj¢ stopnia otepienia pacjentéw z AD z dodatnim
lub z ujemnym wynikiem testu oddechowego, aby zbada¢ potencjalny zwigzek pomiedzy
statusem ilosciowymi mikrobioty jelitowej a badanymi st¢zeniami wspomnianych markeréw
w stolcu u tych chorych. W tym celu Doktorant przebadat 45 chorych ze zdiagnozowanym
otgpieniem lagodnego lub umiarkowanego stopnia w przebiegu .AD, ktérzy co wazne,
rekrutowali si¢ z jednej jednostki, jaka byt Osrodek Badawczo-Naukowo-Dydaktyczny
Choréb Otepiennych w Scinawie. Ta mozliwosé sprawila, ze Autor pozyskal w miare

»homogenng” grupg¢ pacjentdw przebywajacych w tym samym miejscu i w czasie,



prowadzonych w warunkach jednolitej diety i zalecanych restrykcji, dogodnych do np.
testowania laktuloza. W opinii Recenzenta, Doktorant dobrze dobrat poréwnawczo grupe
kontrolng w tych badaniach, gdyz stanowilo jg 16 0s6b dobranych pod wzgledem wieku, pici
1 BMI, u ktérych wykluczono otgpienie i inne zaburzenia psychiczne oraz choroby OUN.
W tym tez celu Autor stworzyl kwestionariusz ktéry pozwolit na wspomniane wykluczenia
w obu badanych grupach, m.in. na podstawie wywiadu lekarskiego, przyjmowanych lekow,
schorzen wspdlistniejacych, aktualnych dolegliwosci, itp. Diagnostyke prowadzono w oparciu
o wodorowy test oddechowy w kierunku SIBO, testem ELISA mierzono stezenie
kalprotektyny 1 zonuliny w probkach stolca pobranych od tych chorych. Wyniki
przedstawi(;no 'w wigkszosci w postaci median podajagc wyniki w gémych i dolnych
kwartalach, oraz w procentach stosujagc do pomiarow jakosciowych test ch-kwadrat.
Niestandardowy rozklad analizowano nieparametrycznym testem U Manna-Whitneya
i wspotczynnikiem R Spearmana dla“‘cecﬁ ilosciowych. Autor wykazal, ze wiekszo$¢
badanych (~80%) stanowity kobiety- a mediana wieku wynosita 74 lata przy BMI ~27 kg/m*.
Ciekawe, ze wsrod pacjentow grupy kontrolnej czeSciej wystepowalo migotanie
przedsionkéw, chociaz mozna to thumaczy¢ tym, Zze wspomniane objawy zaburzenia rytmu
serca mogly by¢ maskowane w grupie badanej z AD przez farmakoterapie, ktora stosowano
utych chorych z AD, a ktorych to lekéw grupa kontrolna byta pozbawiona. Doktorant
potwierdzit, ze w grupie badanej, chorzy z AD przyjmowali w znacznie wigkszym odsetku m.
in. inhibitory AchE, memantyne, selektywne inhibitory wychwytu serotoniny (SSRI),
kwetiaping i inne neuroleptyki oraz NLPZ, w tym ASA. W grupie kontrolnej tez czesciej
wystepowala zgaga oraz zaburzenia zwigzane z oddawaniem moczu. Przerost bakteryjny
(SIBO) zanotowano u prawie %2 badanych w stosunku do 25% w grupie kontrolnej. .Mediana
stezenia kalprotektyny w stolcu byla podwyzszona w grupie badanej w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, natomiast stezenie zonﬁliny bylo znamiennie nizsze u chorych z AD w stosunku
do grupy kontrolnej i podobne réznice w tych markerach zanotowano poréwnujgc pacjentow

z AD z dodatnim z ujemnym wynikiem testu oddechowego. <

Podsumowujagc wilasne wyniki Kandydat skonkludowal, nie ma zwigzku pomiedzy
wystepowaniem SIBO a st¢zeniem kalprotektyny i zonuliny w stolcu u chorych z AD.
Podobnie nie znaleziono istotnie statystycznych korelacji pomig¢dzy dodatnim i ujemnym
wynikiem SIBO, a wiekiem, piciag, BMI i stopnia ot¢pienia w skali MMSE oraz stosowanych
lekow. Zgaga wystepowala czgsciej w grupie pacjentdw, u ktorych wynik wodorowego testu
oddechowego byt ujemny. Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy wynikiem w skali objawdw
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neurologicznych MMSE, a stezeniem kalprotektyny i stezeniem zonuliny. Ponadto nie
wykazano zwigzku. pomiedzy stezeniem kalprotektyny i zonuliny a wiekiem, BMI, plcia,
przyjmowanymi lekami czy zgtaszanymi objawami. U pacjentow z chorobg niedokrwienng
serca mediana st¢zenia kalprotektyny byla istotnie wyzsza niz u pacjentow, u ktérych
schorzenie to nie wystgpowalo. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wprawdzie
stwierdzil, ze zespot SIBO wystapil czgsciej u pacjentdéw z AD, niz u oséb w grupie
kontrolnej bez demencji, niemniej réznica ta byta nieznamienna statystycznie. Podobnie nie
wykazano zwigzku migdzy wystgpowaniem SIBO u pacjentéw z AD a stopniem otgpienia
ocenianym wedtug skali MMSE oraz pomigdzy st¢zeniem kalprotektyny i zonuliny w kale u
pacjentow .'z AD a grupg kontrolng. Autor tlumaczy ten efekt farmakoterapia lekow
cholinergicznych stosowanych w AD na wartosci markeréw stanu zapalnego jelit i
przepuszczalnosci bariery jelitowej, z czym nalezy si¢ zgodzi¢. Nie wykluczonym tez jest
fakt, ze te negatywne wyniki mogg Wynikéé’ z stosunkowo niewielkiej liczebnosci grupy
badanej lub tez z faktu, ze wie;kszos’é pacjentow z AD stanowily kobiety o r6znej aktywnosci
endokrynnej hormonalnej w zwigzku z wiekiem. Dlatego istnieje potrzeba dalszych badan,
aby odpowiedzie¢ na pytanie czy na ustalenie tych zaleznosci wplywa istotnie ple¢, czy
liczebno$¢ grupy badanej, czego w tym badaniu nie mozna bylo wykazaé. Nie wykazano
zwigzku miedzy wystgpowaniem SIBO u pacjentéw z AD a stezeniem kalprotektyny i
zonuliny w kale oraz tych ostatnich, a wigc kalprotektyny i zonuliny, a stopniem otepienia

ocenianym wedtug skali MMSE.

Wsréd drobnych uwag krytycznych z racji Recenzenta tego przewodu, pragne raczej
pozostawi¢ moje uwagi w kategorii dyskusji z Kandydatem, rozszerzajac watek
zaprezentowany w pracy, a szczegOlnie w Dyskusji, gdzie Doktorant zwrdcil uwage na fakt,
ze skiad mikrobioty jelitowej moze wplywaé na przepuszczalnosé blony sluzowej jelita, ale
rowniez bezposrednio lub posrednio na przepuszczalnosé bariery krew-mézg. Wiadomo, ze
sktad mikrobioty i zmiany zasiedlania jelita przez flor¢ czy to patogenna, czy probiotyczna,
stanowi w istotnej mierze o przepuszczalnosci jelitowej, co zapewne sku\tkuje w warunkach
patologicznych, w tym réwniez w chorobie AD wplywem na roznice stezen réznych
bakteryjnych metabolitow w kale i w krwi. Aby to potwierdzié lub temu zaprzeczy¢,
nalezatoby wykona¢ badanie mikrobiomu bakterii u tych pacjentéw, co jednak jest kosztowne
i trudno wykonalne zwlaszcza w tej grupie chorych, dlatego Recenzent ma pelng $wiadomosé
tych ograniczen. Jesli jednak np. zabezpieczono krew lub osocze od tych pacjentow z AD, to
pomiar np. krotkotancuchowych kwaséw tluszczowych (SCFA) bytby wskazany aby
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przynajmniej posrednio, okresli¢ mikrobiologi¢ bakterii u chorych z AD w tym zakresie
ispodziewam sig, ze ta zdolno$¢ do produkcji SCFA bylaby u tych chorych z AD
zahamowana. Mozna by rozszerzy¢ to badanie o efekt podawania tym chorym z AD
probiotykéw, co nie podniostoby zapewne zbytnio kosztéw badania, a dostarczytoby dalszych
waznych informacji, w tej jak wspomniatem wczesniej niemal ,,homogennej” grupie chorych
z AD. Co do strony edytorskiej pracy, to nie stwierdzitem wigkszych bledow w edycji tej
pracy - moze czgS¢ opisdw na temat podloza amyloidowego AD powtarza sie zbyt czesto
w tresci pracy, chociaz Wstep daje juz wystarczajagco obszerny wglagd w ten aspekt
schorzenia. Szerszego wyjasnienia wymagataby efekt zgagi, i zapewne odbijania, wzdeé,
gazow czy ~fndl‘qéci, ktore moga by¢ wynikiem jak by mozna przypuszczaé, zbyt matej ilosci
kwasu solnego u tych chorych z AD. Autor podaje na str. 67, ze po blokowaniu AchE
nalezatoby si¢ spodziewa¢ wzrostu wydzielania zolagdkowego — niemniej u chorych
z podeszlym wiekiem i z zdiagno,zdﬁiany;m' SIBO, trudno oczekiwaé takiego wzrostu
wydzielania zotagdkowego, a jednocies’nie rozrostu SIBO, gdyz z wiekiem dochodzi z reguty
do zmian atroficznych blony $luzowej kojarzonych z niedokwasotg, ktorg z wiekiem mozna
dos¢ powszechnie zaobserwowaé u o0sdb starszych. Chorzy ci skarza sie na rézne
dolegliwosei ze strony przewodu pokarmowego, dodatkowo powigzane z zwickszonym
ryzykiem zakazenia Helicobacter pylori i nierzadko przyjmuja inhibitory pompy protonowej

(IPP), o czym Doktorant wspomina w tek$cie pracy.

Moje uwagi, a wlasciwie sugestie nie stanowig krytyki, a raczej skierowane sa do Autora w
celu zachety do dalszych badan z tego zakresu i raczej pozostawiam je w kategorii dyskusji w
Doktorantem. Te sugestie zaadresowane do Autora by¢ moze bedg przyczynkiem do
zainicjowania dalszych badan w tym zakresie, a zadna z moich uwag krytycznych absolutnie
nie obniza wartosci i mojej wysokiej oceny tej rozprawy. W mojej opinii badania Lek med.
Karola Kowalskiego przedstawione w postaci oryginalnej monografii, stanowi logiczny
cigg badan poczawszy od najbardziej aktualnych zagadnien z zakresu patogenezy
choroby Alzheimera do pracy metodycznej zmierzajacej do okreslenia zaburzen
gastroenterologicznych i mikrobiologicznych u chorych z tym schorzeniem, poddanych
farmakoterapii i ocenianych nowoczesnymi testami bezinwazyjnymi na obecno$é SIBO i
markeréw zapalenia. Badania te wnoszg istotny wklad w poznanie i szerokie rozumienie
dwukierunkowej osi mézgowo-trzewnej i trzewno-moézgowej i wielu innych aspektéw nie
tylko z zakresu neurologii i psychiatrii, ale réwniez klinicznej gastroenterologii,
mikrobiologii i farmakoterapii. Praca ta stanowi doskonale studium do _otwarcia i
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poszerzenia nowych mozliwosci i perspektyw poznawczych, stymulujagc do dalszych
badan multidyscyplinarnych. Dlatego pozwalam sobie zaproponowaé Panu Dziekanowi i
Wysokiej Radzie Doskonalosci Naukowej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow

Slaskich we Wroclawiu wyréznienie tej rozprawy doktorskiej.

Przeto w konkluzji stwierdzam, Ze praca Pana lekarza medycyny Karola Kowalskiego
spelnia wszystkie kryteria okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 65, poz. 595, z pézn. zm.) stawiane kandydatom na stopien doktora nauk
medycznych i zwracam si¢ do Pana Dziekana Wydzialu Lekarskiego i Szanownych
Czlonkéw Ra(iy Doskonalosci Wroclawskiego Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem

o dopuszczenie lekarza medycyny Karola Kowalskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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