\wau‘\xz %%ﬁblkwmg,
v’!ydma! Lekars
MPOUETES DU,

-~ -ir 23b. Malgorzata Pawtowska

Ocena
rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lek. med. Alicji Harmozy.
p. t.
»Variability of the microbiome of pregnant women and its impact on the frequency

of preterm birth”.

Do niedawna nie doceniali$my zasadniczej wspdinej roli dwoch najbardziej zto-
zonych uktadow w organizmie, ktére decydujg o naszym stanie zdrowia, czyli uktadu
pokarmowego oraz uktadu nerwowego — jelit i mézgu. Potgczenie miedzy umystem a
ciatem to biologiczny fakt oraz wazne ogniwo prowadzace do zrozumienia, czym jest
zdrowie catego organizmu. Wspétczesne badania wskazujag, ze jelita, pozostajace w
scistej interakcji z zamieszkujgcymi je drobnoustrojami, mogg oddziatywaé na nasze
emocje, wrazliwos¢ na bdl oraz interakcje spoteczne, a nawet kierowaé wieloma z na-
szych decyzji. Tak zwana ,intuicja trzewna” czyli zlozona komunikacja pomiedzy jelitami
a mozgiem odgrywa role w sytuacjach, gdy podejmujemy jedne z najwazniejszych de-
Cyzji w zyciu.

Zainteresowanie tym zagadnieniem mozna w duzym stopniu przypisaé znaczne-
mu przyrostowi wiedzy na temat bakterii, pierwotniakdw, grzybéw czy wiruséw bytuja-
cych w naszych jelitach, ktére zbiorczo okresla sie mianem mikrobioty. Oddziatywuje
ona na znajdujgce sie w jelitach liczne komorki wydzielnicze, ktore tgcznie tworzg skupi-
sko wigksze od pozostatych gruczotéw wydzielania wewnetrznego, gonad, tarczycy,
przysadki, nadnerczy razem wzigtych. Co wiecej, podobne relacje mikrobioty dotyczg
takze zgromadzonych w jelitach komérek odpornosciowych, ktérych w $cianach jelit jest
wigcej niz krazy ich we krwi i pozostaje w szpiku kostnym. Zlokalizowany w $cianach jelit
system obrony immunologicznej potrafi zidentyfikowaé i zniszczy¢, wéréd tryliondw po-
zytecznych drobnoustrojow, relatywnie niewielkg ilo§¢ niebezpiecznych bakterii, ktére
mogq przypadkiem trafi¢c do naszych jelit.

Korzysci czerpane z obecnosci w jelitach mikrobioty decydujg o naszym zdrowiu.
Z kolei zaburzenia czy modyfikacje mikrobiomu jelitowego kojarza sie z dtuga listg cho-

réb, dotyczacych nie tylko przewodu pokarmowego, ale takze miedzy innymi funkcji



osrodkowego uktadu nerwowego, przy czym nalezy podkreslic, ze lista ta wypetnia sie
coraz to nowymi patologiami, do ktérych powstania zaburzenia mikrobioty przyczyniajg
sie w sposéb bezposredni. Jedng z takich patologii jest wystepowanie porodu przed-
wczesnego, bedacego czestg przyczyng zaburzen zdrowotnych wystepujacych nie tylko
we wczesnym okresie zycia, ale takze majgcym wptyw na cata naszg dorostg aktyw-
nos¢.

Tym tematem zainteresowata sie lek. med. Alicja Harmoza, wpisujgc sie w aktu-
alny trend badawczy, obejmujgcy analize mikrobioty i jej wptyw na zdrowie cztowieka.

Przedstawiona do recenzji praca p. t. ,Variability of the microbiome of pregnant
women and its impact on the frequency of preterm birth” jest 92 stronicowym opracowa-
niem, spetiajgcym od strony redakcyjnej wszelkie wymogi obwigzujgce dla tego rodzaju
monografii.

Doktorantka przeprowadzita analize mikrobioty w dwdch grupach kobiet cigzar-
nych, ktérych cigze zakonczyly sie bgdz porodem o czasie bgdz tez przedwczesnym
urodzeniem dziecka. Postawita hipoteze badawczg dotyczgcy istotnej réznicy mikrobio-
mu w tych dwéch sytuacjach zakonczenia cigzy jako przyczyne porodu przedwczesne-
go. Do analizy danych wykorzystata nowoczesne narzedzie, imitujgce prace moézgu,
wchodzgce w zakres sztucznej inteligencji, tzw. ,machine learning”, pozwalajgce zesta-
wia¢ dane z wielu Zrédet o réznych formatach i tworzgce, z niespotykang do tej pory
szybkoscig, algorytmy pozwalajgce przewidywa¢ wystepowanie pewnych zjawisk na
podstawie znacznej ilosci danych.

Rozprawa sktada sie z 9 gtéwnych rozdziatow. We wstepie (introduction), dokto-
rantka definiuje porod przedwczesny i wszelkie zwigzane z tym faktem komplikacje dla
noworodka. Kolejny rozdziat poswiecony jest opisowi mikrobiomu u cigzarnej, a na-
stepnie, wymienione sg niektére parametry krwi matki, ktére zdaniem doktorantki mogg
mie¢ wplyw na wystgpienie porodu przedwczesnego. W kolejnych dwdch rozdziatach
przedstawione zostaty zatozenia i cel pracy. W dalszej cze$ci dysertacji opisana zostata,
metodologia badania mikrobiomu, wyniki badan oraz podsumowanie i wnioski. W trzech
kolejnych rozdziatach autorka zawarta streszczenie, spis piSmiennictwa oraz zatgczniki
w tym réwniez zgode Komisji Bioetycznej na realizacje badania. Pismiennictwo jest wia-

$ciwie dobrane, obejmuje 126 pozycji, z ktérych znaczny odsetek stanowig publikacje z



ostatnich kilku lat. Praca ilustrowana jest 22 tabelami i 29 rycinami, przejrzystymi, jasno
opisanymi, utatwiajgcymi ocene poszczegolnych czesci pracy.

Wstep, stanowi gruntowny przeglad wiedzy na tematy zwigzane z definicjg poro-
du przedwczesnego oraz zagrozeniami wynikajgcymi z tego faktu dla stanu klinicznego
noworodka. Doktorantka przytacza swiatowe dane epidemiologiczne, dotyczgce czesto-
Sci wystepowania porodow przedwczesnych, prezentujgc kraje o najnizszych i najwyz-
szych wspotczynnikach wczesniactwa. Recenzujgcy sugeruje wprowadzenie drobnego
uzupetnienia w tabeli nr 2, dotyczgcego zakresu dojrzatosci noworodkéow LPT. W pod-
rozdziale omawiajacym czynniki ryzyka wystgpienia porodu przedwczesnego, lek. Alicja
Harmoza szczegolng uwage zwraca na wystepowanie dysbiozy pochwy i udziat niekto-
rych bakterii w stymulacji reakcji zapalnej, w nastepstwie ktérej dochodzi do wyzwolenia
przedwczesnej akcji porodowe;j.

W rozdziale omawiajgcym mikrobiom i mikrobiote doktorantka opisuje poszcze-
golne definicje dotyczgce mikrobiomu i jego sktadnikéw a takze wyjasnia pojecie takso-
nomii i przytacza metody ktorymi ta gatgz nauki sie postuguje w opracowywaniu nazew-
nictwa i wzajemnych relacji zachodzgcych w catej mikrobiocie. Zwraca tez uwage na
zmiany w mikrobiomie zachodzace pod wptywem cigzy i ponownie podkresla znaczenie
dysbiozy w narastaniu ryzyka porodu przedwczesnego. Opisuje miedzy innymi zmiany
mikrobioty zachodzgce pod wptywem cigzy w jamie ustnej czy w jelitach. Interesujgcym
jest fragment rozdziatu dotyczgcy rozwazan na temat mikrobiomu pochwy ze szczegdl-
nym uwzglednieniem roli mikrobiomu szyjki macicy, ktora jest barierg pomiedzy steryl-
nym srodowiskiem wewnatrzmacicznym a petnymi réznej flory bakteryjnej drogami rod-
nymi. To witasnie nieszczelno$¢ szyjki macicy jest przyczyng wnikania bakterii do jamy
macicy i nastepowego rozwoju zapalenia wod ptodowych z wydzielaniem cytokin proza-
palnych i uruchamianiem przedwczesnej akcji porodowej. Oprécz wymienionych przez
doktorantke MCP-1 oraz IL-6 recenzent pragnie zwréci¢ uwage takze na role IL-1B w
uruchamianiu akcji porodowej i to zaréwno w porodzie przedwczesnym jak i w przypad-
Ku cigzy donoszonej. Ciekawym w opinii recenzenta jest fragment rozdziatu opisujgcy
rolg tozyska i wystepujgcego w nim mikrobiomu, majgcego wptyw na strukture bton pto-
dowych a takze obecnos¢ mikrobiomu w endometrium. Mikrobiom zdaje sie wywierac

istotny wptyw na implantacje zarodka. Co wiecej, wystepowanie wspdlnych drobnoustro-



jow w tozysku, smotce ptodu czy nawet w mézgu dziecka, co sugeruja badania Romero i
wsp., przedstawia tozysko jako narzad odpowiedzialny za kolonizacje bakteriami jamy
macicy i ptodu. A zatem, Srodowisko, ktére do niedawna uwazane byto za pozbawione
bakterii, wedtug aktualnej koncepcji moze posiadac¢ takze wtasng mikrobiote, nie stano-
wigca zagrozenia dla rozwijajgcego sie ptodu. Widaé¢ w tym miejscu daleko idgca analo-
gig z mikrobiotg jelit, ktére reagujg objawami chorobowymi tylko na obecno$é pewnych
patogendw, rozpoznawanych przez ukfad immunologiczny jelit. Czyzby podobna sytua-
cja istniata takze w odniesieniu do mikrobioty drég rodnych i jamy macicy, czyli tylko
grozne patogeny bytyby w stanie wywotywaé odpowiedZ zapalng stymulujgca przed-
wczesna akcje porodowg? Recenzent wysoko ocenia zestaw informaciji przedstawio-
nych przez doktorantke w tym fragmencie dysertacji.

W rozdziale opisujgcym potencjalne czynniki majgce wptyw na wyzwolenie
przedwczesnej akcji porodowej doktorantka wymienia prozapalne cytokiny takie jak IL-6
czy TNF-a, a takze CRP, niskie wartosci stezenia hemoglobiny czy podwyzszone war-
tosci leukocytozy. Doktorantka przedstawia tez mechanizmy poprzez ktére, czynniki te
wptywaja na wystgpienie przedwczesnej akcji porodowe;.

W kolejnym rozdziale lek. Alicja Harmoza stawia hipoteze, bedacg celem jej ba-
dania, w ktérej przyjmuje, ze réznorodnos¢ i sktad mikrobiomu kobiety ciezarnej ma
istotny wptyw na wystgpienie przedwczesnej akcji porodowe;.

W rozdziale dotyczgcym metodologii badania mikrobiomu doktorantka wymienia
kryteria wigczenia ciezarnych do grupy analizowanej w aspekcie stawianej przez nig
hipotezy. W tabeli nr 7 watpliwosci recenzenta budzi informacja o braku interwencji te-
rapeutycznej w przypadku porodu przedwczesnego wsrdd kryteriow wigczenia. Jak na-
lezy rozumie¢ brak interwencji w sytuacji, gdy dochodzi do rozpoczecia sie przedwcze-
snej akcji porodowej? Czy powodem przedwczesnego urodzenia sie dziecka byty zaw-
sze sytuacje nagte, wymagajgce natychmiastowego dziatania takie jak np. odklejanie sie
tozyska? Tres¢ ostatnich dwoch przedzialdw w tej tabeli wymaga wedtug recenzenta
dodatkowych wyjasnien.

Odnoszac sig do rozdziatu dotyczgcego metod analitycznych, wykorzystanych w
badaniu mikrobiomu, recenzent przyznaje, iz nie posiada wystarczajacej wiedzy na te-

mat stosowania metod wykorzystujgcych sztuczng inteligencje przy ocenie duzej ilosci



danych i ustalaniu algorytméw, aby mégt ocenia¢ poprawnoéé stosowanych metod obli-
czeniowych. W tej sytuaciji opiera sie na opinii promotora pracy, ktory dysertacje dopu-
$cit do oceny przez zewnetrznych recenzentow.

Rozdziat ,Wyniki” zostat przedstawiony w sposoéb szczegdtowy a jednoczesnie
przejrzysty i czytelny. Umieszczone w tek$cie zaréwno ryciny oraz tabele utatwiajg per-
cepcje wielu danych stanowigcych tre$é badania naukowego. Drobna uwaga, dotyczgca
tabeli nr 10, dotyczy zmiany jej tytutu a takze zwrécenie uwagi na niektore tresci w niej
zawarte: wartosci mediany Study Group wydaja sie by¢ zamienione z wartoscig SD a w
rubryce dotyczacej zaawansowania cigzy, wartosci minimalne sg wigksze od maksy-
malnych. Podobny problem dotyczgcy wtasciwego tytutu odnosi sie do tabeli 11, w ktorej
prezentowane sg dane dotyczgce obu badanych grup.

Oceniajgc interpretacje wynikéw oznaczeh CRP, recenzent uwaza, iz zbyt mata
liczba analizowanych przypadkéw oraz znaczne rozbieznosci w uzyskanych danych, nie
uprawniajg do wyciggania wnioskow dotyczgcych zaleznosci pomiedzy wartosciami
CRP a ,pregnancy outcome” czy ,timing of delivery”. Ponadto, nie jest wyjasnione przez
doktorantke co kryje sie pod okresleniem ,pregnancy outcome”. Jest sprawa oczywistg,
ze porody przedwczesne czesto kojarzg sie z podwyzszong odpowiedzig zapalng u cig-
zarnych. W tym przypadku, jednak nie odnotowano istotnej réznicy w wartosciach liczby
leukocytéw pomiedzy ciezarnymi, ktére urodzity przedwczesnie a rodzgcymi o czasie.
Mozna zatem przypuszczac, ze to nie wystepujaca infekcja, ktéra powinna spowodowac
wzrost liczby leukocytéw u matki, byta bezposrednig przyczyng porodu przedwczesne-
go. Podobnie, dane dotyczgce wartosci hemoglobiny, hematokrytu czy liczby ptytek krwi
a takze wartosci stezenia biatka oraz liczby leukocytéw w moczu nie miaty istotnego
wptywu na wystgpienie porodu przedwczesnego.

Kolejny fragment danych dotyczacy tabel uzyskanych w trakcie analizy ,Machine
Learning” jest imponujgcy, aczkolwiek nie do konca zrozumiaty dla recenzenta, majace-
go skromne doswiadczenie w zakresie zastosowanych przez doktorantke metod analizy
danych. Natomiast tabele przedstawiajagce zmienno$¢ gatunkowg bakterii w prébkach
stolca uzyskanego w obu grupach badanych, wyraznie wskazujg na wiekszg réznorod-
nos¢ (diversity) bakterii w grupie matek, u ktorych porod wystapit w terminie zakoncze-

nia cigzy. Podsumowujgc ten fragment nalezy podkresli¢ istotng wartos¢ prezentowa-
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nych przez doktorantke wynikéw, ktére sg interesujace, jasno przedstawione i stanowig
czytelne tto do dyskusji.

Kolejny rozdziat pracy zatytutowany ,Dyskusja” jest wzorowy pod wzgledem za-
rowno zakresu wiedzy jak i sposobu prowadzenia analizy poréwnawczej uzyskanych
przez siebie wynikéw z danymi przedstawionymi w pismiennictwie. Doktorantka podkre-
Sla zgodnos¢ wiasnych rezultatéw badania z danymi opublikowanymi na ten temat przez
innych autoréw. W dalszym toku dyskusji, lek. Alicja Harmoza poréwnuje metody i pro-
cedury zastosowane przez innych autoréw z wkasnymi wykorzystanymi w badaniu i pod-
kresla istotny wptyw, poza sposobem pozyskiwania prébek, takze réznych innych czyn-
nikow, ktore wymienia, na ostateczne wyniki badania. Aczkolwiek recenzent nie jest pe-
wien czy zasadnym jest przedstawianie w dyskusji réznic w metodach pobierania Wy-
dzieliny z pochwy i szyjki macicy, skoro doktorantka nie wykonywata analizy takiego ma-
teriatu biologicznego w swoim badaniu.

Ciekawym fragmentem dyskusji sg podrozdziaty, w ktdrych doktorantka pokazuje
silne i stabsze strony badania, co $wiadczy o krytycznej ocenie uzyskanych w trakcie
analizy wynikéw. W opinii recenzenta, tzw. stabszym punktem badania jest przede
wszystkim relatywnie mata liczebno$¢ grupy, ktéra uniemozliwita zapewne uzyskac¢ sta-
tystycznej znamiennosci w poréwnywaniu kilku analizowanych czynnikéw. W podroz-
dziale dotyczgcym praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikéw, doktorantka cytu-
je ostatnich kilka publikacji, ktére wykazaty istotny wptyw interwencji w sktad mikrobiomu
na stan zdrowia w réznych zaburzeniach zdrowia cztowieka.

Caly rozdziat swiadczy o obszernej wiedzy doktorantki na temat zwigzany z jej
badaniem naukowym, a takze o zdolno$ci analitycznego myslenia i wiasciwego wycia-
gania wnioskéw. Recenzent gratuluje doktorantce ciekawego pomysty badawczego a
takze odwagi i umiejetnosci prowadzacych do wykorzystania w analizie wynikéw metod
tzw. ,sztucznej inteligencji”, ktére coraz czesciej stajg sie przydatne w ocenie znacznej
ilodci danych, uzyskanych w trakcie badan.

Chciatbym tez zacheci¢ lek. Alicje Harmoze do kontynuacji badania na znacznie
wigkszej grupie populacyjnej. Co wiecej, przyjmujgc, ze ostateczna wersja mikrobiomu
cztowieka powstaje w pierwszych dwoch latach zycia, sugeruje, aby w przysztych anali-

zach wzigC pod uwage zaréwno rodzaj porodu jak i sposdb odzywiania w pierwszych



miesigcach zycia. By¢ moze juz wtedy powstaje odmienna ,diversity” mikrobiomu, ktéra
utrzymuje sie przez nastepny okres zycia i wptywa na nasze zdrowie w dorostosci. In-
terwencja w sktad mikrobiomu w dwdch pierwszych latach zycia, by¢ moze bytaby fa-
twiejsza i bardziej skuteczna, a poza tym oddziatywanie mikrobiomu trwatoby od pierw-
szych lat i chronitoby nasze organizmy przed niekorzystnymi skutkami nieprawidtowo
zroznicowanej mikrobioty.

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, iz doktorantka opracowata interesujgcy te-
mat, ktorego dalsze odstony pozwolg by¢ moze na interwencje przynoszacg praktyczne
mozliwosci poprawy funkcjonowania np. naszej osi jelitowo-mdzgowej. Praca wskazuje
na dojrzaty sposéb przedstawiania wynikéw uzyskanych w drodze badan naukowych,
zastuguje zatem na dopuszczenie kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskie-
go o co zwracam sig uprzejmie do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medi-

cum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy.
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