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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Aleksandra Szymczaka pt.
.Viral and bacterial components of the human microbiome: profiling in selected
gastrointestinal disease states”
»Wirusowe i bakteryjne sktadniki mikrobiomu ludzkiego: profilowanie w wybranych stanach
chorobowych przewodu pokarmowego”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Krystyny Dabrowskiej z Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu

Ocena wyboru tematu

Badania dotyczace mikrobiomu cztowicka rozumianego jako zbidr genomow
wszystkich drobnoustrojow bytujagcych w ludzkim organizmie, budzg w ostatnich latach duze
zainteresowanie. Na podstawie wynikow licznych artykutéw naukowych mozna wnioskowaé,
ze mikroorganizmy zasiedlajace ciatlo czlowicka majg istotny wplyw na zapewnienie
homeostazy naszego organizmu, a zmiany w skladzie mikrobiomu czlowicka moga
sygnalizowa¢ lub posrednio indukowa¢ wystgpowanie roznych chordb. Postep metod i technik
izolacji materiatu genetycznego mikrobiomu, tzw. sekwencjonowanie nowej generacji (Next
Generation Sequencing, NGS) zrewolucjonizowat dotychczasowg wiedze dotyczgca m. in.
mikrobiomu przewodu pokarmowego czlowieka.

W recenzowanej pracy scharakteryzowano bakteryjny i wirusowy mikrobiom ludzki
pochodzacy ze srodowiska przewodu pokarmowego oraz wykonano profilowanie sktadu tego
mikrobiomu w zalezno$ci od wybranych stanow chorobowych przewodu pokarmowego.
Wykonane badanie ma charakter badania klinicznego, zrealizowanego przy uzyciu
nowoczesnych metod badawczych z zakresu biologii molekularnej, metagenomiki bazujgcej na
sekwencjonowaniu nowej generacji (VGS) i bioinformatyki. Temat podjety przez Doktoranta
jest istotny, poniewaz zastosowana przez Niego metoda NGS, ze wzgledu na mozliwos¢
sekwencjonowania wielu probek jednocze$nie, mozliwo$¢ badania mikroorganizmow

niehodowalnych w warunkach laboratoryjnych, zwiekszenie czutosci i specyficznoéci badania



oraz obnizenie kosztow badania, staje si¢ obecnie podstawowym narz¢dziem w diagnostyce
genetycznej, zastgpujac dotychczasowe metody, szczegolnie w przypadku schorzen o trudnym

do ustalenia podtozu genetycznym.

Charakterystyka formalna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr A. Szymczaka zostala napisana w jgzyku angielskim. Praca liczy
150 stron, zawiera 21 tabel, 21 rycin i 287 pozycji piSmiennictwa. Na poczgtku rozprawy
znajduje si¢ informacja, ze cz¢$¢ wynikow pracy zostala opublikowana w artykule:

1) Szymczak A, Ferenc S, Majewska J, Miernikiewicz P, Gnus J, Witkiewicz W,
Dgbrowska K. Application of 165 rRNA gene sequencing in Helicobacter pylori
detection. Peerl. 2020 May 13:8:¢9099. doi: 10.7717/peerj.9099. PMID: 32440373;
PMCID: PMC7229771.
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Wyniki badan byly takze prezentowane na 4 konferencjach naukowych:

1) “Transfer between ecological niches within human body: how gut phageome expands
to serum phageome”. Szymczak A, Gnus I, Ferenc S, Miernikiewicz P, Majewska J,
Gembara K, Strapagiel D, Staczek P, Dabrowska K, Viruses of Microbes 2022, Abstract
Book, p 167

2) “Correlation between SNPs in human genomes and bacterial and viral complexity of
human microbiome”. Szymczak A, Gembara K, Ferenc S, Strapagiel D, Majewska J,
Miernikiewicz P, Lach J, Gnus J, Staczek P, Witkiewicz W, Dgbrowska K, EMBL
Symposium: New Approaches and Concepts in Microbiology 7-9.06.2021, Online
Abstract Book

3) “Comparison of human stomach microbiome and virome fractions”. Szymczak A,
Ferenc S, Miemikiewicz P, Majewska J, Gnus J, Witkiewicz W, Dabrowska K Oxford
Bacteriophage Conference — Phages 2019, 11-12.09.2019, Oxford UK, Book of Web p.
36

4) “Microbiome comparison of Helicobacter pylori infected and non-infected patients”
Szymczak A, Majewska I, Ferenc S, Miernikiewicz P, Witkiewicz W, Dgbrowska K.
Microbiome Microbiome comparison of Helicobacter pylori infected and non-infected
patients. 8th International Weigl Conference, 26-28.06.2019, L.odz, Abstract Book p.
130
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Rozprawa doktorska zostata podzielona na cz¢$¢ poczatkowg obejmujgea: uzyte skréty, spis
materialow laboratoryjnych, spis aparatury badawczej, zgode komisji bioetycznej, spis tabel,
spis rycin, spis wzorow matematycznych. Nastgpnie w rozprawic znalazly si¢ kolejno
rozdzialy: Wstep, Materiaty, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz Bibliografia. Mam dwie uwagi dotyczace formalnej budowy rozprawy
doktorskiej. Pierwsza uwaga dotyczy braku rozdziatu Cel badania, ktéry powinien znalez¢é sic
za rozdzialem Wstep. Druga uwaga dotyczy tytutu rozdzialu Materiady, ktory powinien nosié
nazw¢ Material i metody. Ponizej w cz¢dci merytorycznej recenzji omowie szczegdtowo te

dwie uwagi.

Ocena merytoryczna

Tytul rozprawy doktorskiej jest zgodny ze zrealizowanym przez mgr A. Szymczaka
badaniem, czego potwierdzeniem jest tre$¢ rozprawy doktorskiej.

W pierwszych trzech podrozdziatach Wstgpu Doktorant omowil zagadnienia zwigzane
z formulowaniem definicji mikrobiomu czlowieka, poczgtkiem badan nad genomami
drobnoustrojow zasiedlajacych poszczegélne obszary ludzkiego ciala oraz charakterystyka
mikrobiomu  §rodowiska  przyrodniczego otaczajacego  czlowieka. W nastepnych
podrozdzialach Autor doktadnie oméwit metody sekwencjonowania DNA I, 11 i 11l generacji:
metod¢ Sangera, pirosekwencjonowanie, jonowe sekwencjonowanie pdlprzewodnikowe,
metodg sekwencjonowania przez syntez¢ firmy Illumina, sekwencjonowanie nanoporowe.
Trzecia czg§¢ Wstepu to opis mikrobioty calego ludzkiego organizmu, omoéwiony bardzo
szezegolowo. W mojej opinii podrozdziaty dotyczace mikrobioty $rodowiska przyrodniczego
cztowieka oraz mikrobiomu narzadoéw czy obszaréw ciata ludzkiego pozostajgcych poza
srodowiskiem uktadu pokarmowego powinny byé pominigte, poniewaz nie dotycza tematu
badania. We Wstepie powinny by¢ omédwione jedynie tresci dotyczgce mikrobioty i
mikrobiomu przewodu pokarmowego. Muszg jednak przyznac, ze caly rozdzial napisany zostat
z widocznym zaangazowaniem pisarskim i popularyzatorskim Autora.

Najpowazniejszym bledem recenzowanej rozprawy doktorskiej jest brak w niej jednego
z najwazniejszych rozdzialow obowigzujgcych w rozprawach naukowych czyli Celu badania.
W rozdziale tym powinien znalez¢ si¢ jasno sformutowany cel badania oraz pytania badawcze
lub hipotezy badawcze. Odpowiedni tekst z celem badania i problematykg badawczg mogtby
ewentualnie by¢ zamieszczony w ostatnim akapicie Wstgpu. Natomiast brak tych elementéw w

pracy sprawia, ze trzeba si¢ domysla¢, co Autor pracy zamierzal osiggnaé, jaki problem



badawczy zamierzal rozwigza¢. Sam tytul rozprawy doktorskiej nie wystarcza do okreslenia
zakresu problematyki podjetego przez Doktoranta badania.

Kolejng czgscig pracy jest rozdzial zatytulowany przez Doktoranta Materials. Zdaniem
Recenzenta rozdzial ten powinien nosié tytul Material and methods, poniewaz opisane zostaty
w nim przede wszystkim metody z zakresu biologii molekularnej uzyte w badaniu. Materiat
badania, jakim byly probki tkanki pozyskane z cz¢sci odzwiernikowej zotgdka podezas badania
endoskopowego oraz probki krwi, zostal w tym rozdziale opisany zbyt ogdlnikowo. Uwazam,
ze w tym miejscu rozprawy doktorskiej powinna znalez¢ si¢ charakterystyka demograficzna i
kliniczna pacjentow, od ktérych pozyskano proby do badan wraz klasyfikacjg chorych do
odpowiednich grup choréb w oparciu o Migdzynarodowsg Statystyczng Klasyfikacja Chordb
ICD-10. Charakterystyka taka znajduje si¢ na poczatku rozdziatu Wyniki, jednak zdaniem
Recenzenta nie sg to wyniki badania lecz opis badanego materiatu.

W kolejnych podrozdzialach Materials Autor opisal uzyte metody badawcze z zakresu
biologii molekularnej, metagenomiki i bioinformatyki. Mocng strong przeprowadzonego
badania s3 nowoczesne metody badawcze wykorzystane przez Doktoranta, m. in: izolacja DNA
z materiatu biologicznego, przygotowanie biblioteki dla sekwencjonowania genu markerowego
165 rRNA; metoda sekwencjonowania amplikonow gendw bakteryjnych przy uzyciu platformy
1 oprogramowania lon Torren PGM system; metoda sekwencjonowania genomodw wirusowych
przy pomocy technologit firmy /lumina i sprawdzanych przy uzyciu programu FASTQC:
oznaczanie polimorfizméw pojedynczych nukleotydow (SNP) wybranych gendéw za pomoca
Ampliseq SNP; wykonanie analiz bioinformatycznych z wykorzystaniem indywidualnych
skryptéw do testowania sekwencji genow 16S rRNA, genomoéw wirusow oraz identyfikacji
polimorfizméw SNP i ich polozenia w badanym genomie.

Prawidlowy dobor technik i metod badawczych pozwolit na pozyskanie przez Doktoranta
danych, ktore zostaly zanalizowane statystycznie. Analiza statystyczna danych zostala
przeprowadzona prawidlowo, z wykorzystaniem dobrze dobranych testow i analiz
statystycznych. Mam natomiast uwagg dotyczgcag opisu statystycznego testu proporcji, ktory
zostat przez Doktoranta zamieszezony w oddzielnym rozdziale (9.14), zamiast by¢
podrozdzialem czgsci 9.13 Statistical analysis. W opisie zastosowanych metod statystycznych
brak jest tez informacji o przyjgtym przez Autora poziomie (lub poziomach) istotnosci
statystyczne;.

Rozdziat Wyniki zostal napisany prawidtowo. Doktorant oméwil w nim szczegétowo
glowne rezultaty przeprowadzonych badan, tj.. wyniki sekwencjonowania genomow

bakteryjnych, w tym genu 16S rRNA, wyniki sekwencjonowania genoméw wirusowych,



wystepowanie polimorfizméw SNP wybranych gendw, wykazal obecno§¢ 14 korelacji
pomigdzy skladnikami bakteryjnymi zolgdka a zdiagnozowanymi chorobami; wykazal
obecno$¢ 3 korelacji miedzy komponentami bakteriofagowymi a chorobami sklasyfikowanymi
w ICD-10; wskazat na wystgpowanie 13 wspodtzalezno$ci pomiedzy polimorfizmami SNP a
mikrobiomem bakteryjnym zolgdka oraz 6 wspolzaleznosci migdzy polimorfizmami SNP a
obecnoscig bakteriofagow z 4 okreslonych rodzin. Wyniki badan zostaly przez Doktoranta
pokazane przy pomocy nowoczesnych technik graficznych, co wplyngto na istotne
podwyzszenie poziomu naukowego pracy.
Mam kilka uwag dotyczgcych rozdziatu Wyniki:

I. W pierwsze] czedci tego rozdzialu, w akapicie dotyczacym charakterystyki
demograficznej pacjentéw liczba probek poddanych badaniu (n=148) nie jest zgodna
z liczbg pacjentow (n=147). Dlaczego wyjsciowa liczba probek krwi (n=141) nie jest
zgodna z liczbg pacjentow z grupy badane;?

2. W Tabeh 14 wartosci statystyki t 1 wartoéci p powinny byé zamieszczone w
oddzielnych kolumnach. Natomiast informacja o wyznaczonym poziomie istotno$ci
powinna by¢ umieszczona pod tabelg lub w tytule tabeli, nie powinna byé natomiast
powielana w kazdej z komoérek kolumny pt. Significance.

3. Nalezy rowniez ujednolici¢ pisowni¢ warto§ci prawdopodobiefistwa p i pozioméow

istotnosci a w pracy, piszac je z cyfrg 0 przed przecinkiem i z 4 cyframi po przecinku.

Nie mam uwag do kolejnego rozdziatu pracy Dyskusji, ktorego tres¢ umocnita mojg
pozytywng oceng dotyczgcg oryginalnoscei 1 nowatorstwa przeprowadzonych przez Doktoranta
badan.

W rozdziale Wnioski Autor zamiescil 8 wnioskow, bedacych odzwierciedleniem szerokiego
zakresu uzyskanych wynikéw o wysokiej wartosci naukowej. Jednak i do tej czedci pracy
wkradt si¢ btad: wniosek 4 nie dotyczy wynikoéw przeprowadzonego badania i nie powinien
znalez¢ si¢ w tym rozdziale.

W rozprawie doktorskiej mgr. A. Szymczak zacytowat 298 publikacji i doniesien
naukowych, stosujgc harvardzki system cytowania artykuléw. Zdecydowana wickszos$é, bo ok.
90% pozycji piSmiennictwa zostalo opublikowane w ciggu ostatnich 10 lat, a okolo 45%
artykuiow to publikacje z ostatnich 5 lat.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim zostaty napisane prawidlowo.



W pracy doktorskiej wyst¢puja drobne blgdy jezykowe typu pominigeie cyfry, literowki,
bledy w normalizacji czcionki. W Zaden sposob nie obnizajg one jednak wysokiej wartoéci
naukowej pracy.

Poniewaz wyniki przeprowadzonych przez Doktoranta badaf zostaly czeSciowo
opublikowane w jednym recenzowanym czasopismie naukowym ze znaczacym IF, a weze$niej
zostaty poddane wnikliwej ocenie przez recenzentow tego czasopisma, moja ocena rozprawy
doktorskiej jest czgsciowo utatwiona. Jako Recenzent uwazam, ze oceniang rozprawe
doktorskg charakteryzuje nowatorskie ujecie tematu badania przy wykorzystaniu
nowoczesnych metod i technik badawczych z zakresu biologii molekularnej, metagenomiki i
bioinformatyki, znakomita wizualizacja uzyskanych wynikéw badan oraz bardzo dobre
opracowanie naukowe tematyki badawczej. Stwierdzam, ze zalozony cel rozprawy doktorskiej
zostat w pelni osiggnigty, a uzyskane wyniki badan stanowia istotny wktad w aktualny stan

wiedzy obejmujacy dyscypling nauki medyczne.

Podsumowanie

Pan mgr Aleksander Szymczak zrealizowal zamierzony cel badania, wykorzystujac
prawidlowo dobrane metody i techniki badawcze. Wykazat si¢ umicej¢tnoscig naukowego
rozwigzywania problemu oraz aktualnym stanem wiedzy na opracowany temat. Pomijajgc
wykazane przeze mnie blgdy i uchybienia, oceniam rozprawe doktorska bardzo wysoko, a
przeprowadzone badania zawierajg bezsprzecznie elementy nowosci.

Stwierdzam, Ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr A. Szymczaka
spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszymi | nauce (tj. Dz.U. z 2021r., poz.478 ze zm.). Przedktadam wigc Radzie Naukowe;j
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroclawiu pozytywng ocene
rozprawy doktorskiej oraz wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Aleksandra Szymczaka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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