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Wroctaw, 1.02.2023

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandra Szymczaka
pt. ,,Viral and bacterial components of the human microbiome: profiling in
selected gastrointestinal disease states”
wykonanej w Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagow
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we

Wroctawiu

Praca doktorska pana Aleksandra Szymczaka ,,Viral and bacterial components of the
human microbiome: profiling in selected gastrointestinal disease states” zostata wykonana w
Laboratorium  Biologii Molekularnej Bakteriofagébw Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk, pod opiekg naukowg pani
prof. dr hab. Krystyny Dabrowskiej i prof. dr hab. Wojciecha Witkiewicza. Rozprawa doktorska
dotyczy identyfikacji poprzez sekwencjonowanie mikrobiomu u pacjentow z wybranymi
schorzeniami uktadu pokarmowego oraz jego wszechstronnej analizy, w szczego6lnosci
korelacji mikrobiomu ze stanami chorobowymi uktadu pokarmowego. Niniejsza praca dotyczy
ciekawego i istotnego naukowo problemu badawczego, wpisuje sie w ekspertyze i tematyke
badawczg Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagéw i bazuje na wieloletnim bogatym
doswiadczeniu naukowym Zespotu.

Rozprawa doktorska przygotowana zostata w jezyku angielskim w formie klasycznej
pracy doktorskiej, ztozonej z wyczerpujacej czesci wstepnej, opisu zastosowanej metodyki,
przedstawienia wynikow badari doktoranta oraz z dyskusji. Cze$¢ z zaprezentowanych w
pracy doktorskiej wynikoéw zostata opublikowana w 2020 roku w czasopiémie PeerJ [IF=3,086].
Rozprawa doktorska napisana jest w odpowiednich proporcjach i bazuje na eksperymentach
angazujgcych gtownie techniki biologii molekularnej (m.in. izolacja kwasow nukleinowych,
przygotowanie bibliotek, sekwencjonowanie) oraz r6znorodnych zaawansowanych narzedzi
do obrdbki danych i testow statystycznych. Wyniki prac mgr Aleksandra Szymczaka

prezentowane byty na czterech migdzynarodowych konferencjach naukowych. Doktorant
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petnit role wykonawcy w projekcie OPUS-15 NCN, co jest dorobkiem odpowiednim dla tego
etapu kariery naukowej.

Odnosnie uktadu niniejszej pracy doktorskiej zdecydowanie zabrakto mi
sprecyzowania celu tej pracy (najlepiej po rozdziale ,Wstep”). Przy braku jasno okreslonego
celu trudno jest oceni¢, czy przeprowadzone badania znaczgco powigkszyty dotychczasowy
stan wiedzy oraz czy doprowadzity do rozwigzania zatozonego w ramach pracy zadania.

Czes¢ wstepna dotyczy tzw. konceptu ludzkiego mikrobiomu, ktory odzwierciedlaé
moze stan zdrowia oraz potencjalnie informowaé o specyficznych chorobach. Doktorant
bardzo ciekawie i merytorycznie poprawnie przedstawia problem badawczy, wigczajgc do
opisu interesujgcy kontekst historyczny badar nad ludzkim mikrobiomem. W tej czesci pracy
doktorant przedstawit réznorodno$¢ ludzkiego mikrobiomu oraz skoncentrowat sie na
specyficznym mikrobiomie uktadu pokarmowego. Rozdziat wstepny zawiera tez szczegbtowy
opis technik sekwencjonowania stosowanych do analizy zrdznicowania mikrobiomu. Ze
wzgledu na to, ze dalsze etapy pracy doktorskiej nie koncentrujg sie na rozwoju nowej /
modyfikacji istniejacej metodyki sekwencjonowania, w mojej opinii cze$¢ ta mogtaby byé
znacznie bardziej zwigzta. Doktorant opisuje tez w tej sekcji niezwykle interesujgcy koncept
zaleznosci pomiedzy genomem ludzkiego gospodarza a jego  mikroorganizmami,
szczeg0lng uwage poswiecajgc  zaleznosciom pomigdzy polimorfizmem pojedynczego
nukelotydu (z ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) a mikrobiomem. Ten podrozdziat
zawiera kilka bardzo ciekawych przyktadéw korelacji pomigedzy SNP gospodarza i obecnoscig
specyficznych mikroorganizméw. Jednak, jak sam doktorant pisze (s. 41, rozdziat 8.12) tego
typu analizy sg bardzo trudne ze wzgledu na stopiert skomplikowania zbieranych danych, a
uzyskane wyniki sg pod silnym wpltywem wielu czynnikow, takich jak pte¢, wiek, region
zamieszkiwania przez pacjentow itp. W zwigzku z tym chciatem poprosi¢ doktoranta o
przedstawienie jego opinii na temat doktadnosci prognostycznej identyfikowanych korelacii
SNP/mikrobiom oraz o rozmiar ewentualnej grupy badawczej niezbednej do uzyskania
wiarygodnych korelacji.

Czegs¢ metodyczna pracy przedstawiona jest w doktadny sposoéb, umozliwiajacy
ewentualne powtorzenie przeprowadzonych badari. W rozdziale 9 (przygotowanie bibliotek do
sekwencjonowania) minimalne stezenie kwasow nukleinowych po izolacji ustalono na 1-2
ng/ul. Odnosnie tej czesci chciatem zapytaé doktoranta o minimalng ilo§¢ DNA danego

mikroorganizmu konieczng do wykrycia jego obecnosci w prébce. Czy zatozona przez
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doktoranta iloé¢/stezenie DNA umozliwia detekcje petnego mikrobiomu, czy tylko najbardziej
reprezentatywnych —mikroorganizméw? Czy testowano zalezno$¢ pomiedzy iloscig
wyizolowanego DNA a reprezentatywno$cig mikrobiomu?

Rozdziat ,\Wyniki” zaczyna sig od przedstawienia proby badawczej ztozonej ze 148
probek pobranych od pacjentow (91 kobiet i 56 mezczyzn) z réznorodnymi zaburzeniami
uktadu pokarmowego skategoryzowanych wedtug skali ICD (International Classification of
Diseases). W zwigzku z niezgodnoscig liczb chciatem sie zapytaé¢ doktoranta czy od jednego
pacjenta pobrano dwie probki? Po przygotowaniu odpowiednich bibliotek z sukcesem
przeprowadzono eksperymenty sekwencjonowania pod katem identyfikacji mikrobiomu
bakteryjnego i bakteriofagowego (Rozdziat 10.2 — 10.4). W tej czesci brakowato mi informacji
o iloSci/sktadzie mikrobiomow zidentyfikowanych u poszczegolnych pacjentdbw. W mojej opinii
tabela zbiorcza lub wykresy informujgce o wyzej wspomnianych parametrach znaczgco
wzbogacityby niniejszg prace doktorska. W zwigzku z tym prositoym doktoranta o zwiezte
przedstawienie danych dotyczgcych iloéci zidentyfikowanych mikroorganizméw i ich
zroznicowaniu taksonomicznemu u réznych pacjentéw. Czy porownywano elementy
mikrobiomu pod katem ilosciowym (np. jak licznie wystepuje dany bakteriofag u
poszczegbinych pacjentéw?). Sugerowatbym takze w przysztosci lepszg obrobke
prezentowanych obrazéw, gdyz w mojej opinii czg$¢ rycin jest nieczytelnych (np. Figure 4 —
Figure 6, zbyt mate czcionki, wiele paneli A, B, C...), a ich podpisy sg zbyt ogolne i czesciowo
niedoktadne (podpisy odnoszg sie do jednego panelu np. A, podczas, gdy rycina zawiera wiele
paneli A).

W kolejnej czeéci pracy przedstawiono szereg analiz korelacji pomigdzy wybranymi
stanami chorobowymi uktadu pokarmowego wedtug ICD oraz SNPs genomu pacjentéw, a ich
mikrobiomem. Badania te doprowadzity do szeregu bardzo ciekawych odkry¢, sugerujgcych
m.in. korelacje kilku chorob z obecno$cig specyficznych bakterii oraz bakteriofagéw,
wskazujgcych na zaleznos$¢ pomiedzy SNPs w genach kodujgcych komponenty odpowiedzi
immunologicznej, a obecnoécig bakteriofagbw z grupy Kayirus, Punavirus, Lambdavirus czy
Teseptimavirus. Odnoé$nie tej czesci pracy prositbym doktoranta o odpowiedZ na ponizsze
pytania:

1. W Rozdziale 10.5.1 dotyczacym korelacji pomiedzy zidentyfikowanymi bakteriami i

chorobami wedtug ICD pojawia sig informacja o zastosowaniu testu porébwnujgcego

pacjentow ze zdiagnozowang chorobg wedtug ICD do 0séb zdrowych. Poniewaz w
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pracy nie znalaztem informacji o poborze materiatu od kontrolnej grupy osob
zdrowych prositbym o informacje co stanowito niniejszg grupe kontrolng i jaka byta
liczebnos¢ tej grupy.

2. lIstotne korelacje pomigdzy sktadem bakteryjnym a ICD zidentyfikowano tylko dla
trzech grup ICD, ktére zawieraty najwigkszg liczbe pacjentéw (K21-17 pacjentow,
K29-64 pacjentow, R10.4-9 pacjentow). Zidentyfikowano rowniez istotne korelacje
pomiedzy obecnoscig bakteriofagow a ICD dla trzech grup ICD: K63-2 pacjentow,
K29.6-2 pacjentow i K29-64 pacjentow). Jaka minimalnie liczna powinna by¢ proba
W przeprowadzanych badaniach korelacyjnych? Czy dwoch pacjentow jest
wystarczajgco liczng probg do stwierdzenia korelacji? Czy liczebnogé grupy
kontrolnej (0s6b zdrowych) jest porownywalna do tak mato licznych grup ICD?

3. Tabela 13 i Tabela 15 — zidentyfikowano korelacje pomiedzy SNPs w szeregu
genbw, gtownie systemu odpornosciowego a sktadem bakteryjnym i
bakteriofagowym. Dla przyktadu, dla IL-6 doktorant pisze, ze zidentyfikowana
zmiennos¢ genetyczna znajdowata sie powyzej genu kodujacego IL-6 i mogta np.
wptyngé na zmiane w strukturze ekspresjonowanego RNA IL-6 (s.103). Czy
doktorant przeprowadzat lub tez planuje przeprowadzi¢ jakie$ testy funkcjonalne
majgce na celu zrozumienie zaobserwowanych korelacji, np. pomiary poziomu
RNA dla IL-6 oraz biatka IL-6 w stosunku do 0s6b bez tych mutacii?

4. Wyniki doktoranta sugerujg na mozliwo$é zmian w sktadzie bakteriofagowym
pacjenta przy zachowaniu statego sktadu bakteryjnego. Czy znane sg przyktady
bezposredniego oddziatywania bakteriofagbw na komérki ludzkie, szczegblnie w
kontekscie patologicznym?

5. Chciatbym prosi¢ tez doktoranta o przedstawienie opinii dotyczacej potencjalnej
wartosci prognostycznej analizy zmian mikrobiomu pacjentow. Czy doktorant
uwaza, ze zmiany w mikrobiomie sg zazwyczaj konsekwencjg przechodzone;

choroby czy tez mogg wystepowac juz przed manifestacjg objawow choroby?

Podsumowujgc, przedstawiong do recenzji prace doktorskg mgr Aleksandra
Szymczaka oceniam jako naukowo ciekawg i dotyczaca istotne; tematyki dla zdrowia
cztowieka, majgcg oprécz znaczenia poznawczego takze charakter potencjalnie

aplikacyjny. Chciatbym w zwigzku z tym serdecznie pogratulowaé zaréwno
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Doktorantowi jak i Promotorom. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Aleksandra
Szymczaka spetnia wszystkie zwyczajowe i ustawowe wymagania stawiane pracom
doktorskim w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki
medyczne. Wnoszg wigc do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o przyjecie rozprawy

doktorskiej mgr Aleksandra Szymczaka oraz o jej dopuszczenie do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

dr hab. tukasz Opaliriski, prof. UWr



