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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandra Szymczaka
pt.: ,, Wirusowe i bakteryjne sktadniki mikrobiomu ludzkiego: profilowanie w
wybranych stanach chorobowych przewodu pokarmowego”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandra Szymczaka napisana jest w
jezyku angielskim pod oryginalnym tytutem ,Viral and bacterial components of the human
microbiome: profiling in selected gastrointestinal disease states”. Praca zostata wykonana w
Laboratorium  Biologii Molekularnej Bakteriofagéw, Instytutu Immunologii i Terapii
Doéwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, pod kierunkiem
prof. dr hab. Krystyny Dabrowskiej oraz prof. dr hab. Wojciecha Witkiewicza, i we wspotpracy
z Osrodkiem Badawczo-Rozwojowym Wojewoddzkiego Szpitala Specjalistycznego we
Wroctawiu.

Praca z zakresu metagenomiki, mikrobiologii oraz medycyny po$wigecona jest nowatorskim
badaniom nad zastosowaniem sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) w analizach
sktadu ludzkiego mikrobiomu zotgdka i jego korelacji z diagnozowanymi jednostkami
chorobowymi. Dodatkowo przy uzyciu technik NGS podjeto starania identyfikacji czynnikéw
genetycznych, ktore predysponujg mikrobiom do ksztattowania sie w okreslony sposéb, a tym
samym do wystepowania okreslonych choréb przewodu pokarmowego.

Doktorant byt uczestnikiem programu ,BioTechNan — Program Interdyscyplinarnych
Srodowiskowych Studiéw Doktoranckich KNOW z obszaru Biotechnologii i Nanotechnologii”,
a jego badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki OPUS 15 UMO-
2018/29/B/NZ6/01659.

Wyniki przedstawione w rozprawie byly prezentowane na jednej krajowej i trzech
migdzynarodowych konferencjach naukowych, a czg$¢ rezultatéw opublikowano w pracy
Szymczak et al., Application of 16S rRNA gene sequencing in Helicobacter pylori detection.
Peerd. 2020 May 13,8:€9099. doi: 10.7717/peer).909.
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Tematyka rozprawy doktorskiej wpisuje sie w aktualne trendy naukowe, poniewaz prowadzone
obecnie badania oparte sg w wiekszo$ci na zastosowaniu coraz bardziej dostgpnej technologii
sekwencjonowania NGS. Jest to w gtéwnej mierze wykorzystywane do badan
metagenomicznych analizujgcych sktad, zmienno$¢, interakcje w obregbie roznych
ekosysteméw i nisz ekologicznych, w tym ludzkiego mikrobiomu. Z punktu widzenia
mikrobiologa, technika NGS pozwala na poszukiwanie i identyfikacje mikroorganizmow, w tym

tych, dla ktérych nie ma mozliwosci hodowli przy uzyciu klasycznych metod.

Omdwienie elementéw rozprawy doktorskiej
Wstep pracy zwarty na 25 stronach zostat przygotowany w logicznym porzadku z
omoéwieniem wszystkich kluczowych elementéw aktualnej wiedzy na temat dostgpnych technik
sekwencjonowania, w tym NGS. Szkoda, ze w tej czesci nie znalazty sie¢ pogladowe ryciny
wyjasniajace techniczne aspekty, zalety i ograniczenia poszczegélnych metod.
Moje pierwsze pytanie:

1. Jaka technika NGS wg Pana jest najbardziej przydatna i efektywna w badaniach

metagenomicznych? Jaka ma najwiekszg przysztos¢ ze wzgledu na cechy

technologiczne i cenowe?

Druga czeé¢ wstepu po$wiecona byta réznorodnoéci mikrobiomu cztowieka, ze szczegolnym
uwzglednieniem uktadu pokarmowego i Zzotgdka. Na koniec omoéwiono schematycznie
potencjalny wptyw réznych typow ludzkiego genomu na profile mikrobiomu cztowieka. | w tym
wypadku bardzo pomocne bytyby schematyczne ryciny obrazujgce idee bioréznorodnosci oraz
interakcji zwrotnych mikroorganizmy-cztowiek.

Wiadomo, ze sktad, liczebnos¢ i aktywnos¢ metaboliczna poszczegolnych elementow
mikrobiomu ma wptyw na kondycje zdrowotng cztowieka. Z drugiej strony badania sugeruja,
ze obecnosé okreslonych alleli w genomie gospodarza moze wptywac na preferencje
kolonizacji poszczegdélnych sktadnikéw ludzkiego mikrobiomu. Idgc tym tropem identyfikacja
profili genetycznych czlowieka moze poméc w predykcji sktadu mikroorganizmow, a w
konsekwencji wystepowania okreslonych choréb. W przysztosci wczesna diagnostyka
genetyczna moze pozwoli¢ na zapobieganie okreslonym stanom chorobowym. Znalezienie
powigzan miedzy réznymi jednostkami chorobowymi, a wirusowymi i bakteryjnymi elementami

mikrobiomu pozwolitoby na szybszg identyfikacje przyczyny i dobér leczenia dla pacjentow.
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Cel pracy, cho¢ pominigty jako wydzielony rozdziat rozprawy w wersji przestanej do recenz;ji,
obejmowat zbadanie, czy obecno$¢ bakteryjnych i wirusowych elementéw mikrobiomu zotadka
ma zwigzek z rozpoznawanymi jednostkami chorobowymi oraz czy sktad mikrobiomu koreluje
z profilami genetycznymi znajdujgcymi sie w ludzkim genomie. Drugi element dotyczyt
weryfikacji, czy obecnos$¢ okreslonych alleli w ludzkim genomie ma zwigzek z rozpoznaniem

okreslonych choréb przewodu pokarmowego.

Rozdziat (Materials) zawarty w sumie na 22 stronach rozprawy opisywat zaréwno uzyte
materiaty, jak i zastosowane metody. Pomimo szczegoétowych opiséw, trudno bylo sie
zorientowac jak wygladata cata procedura. Bardzo pomocny bytby schemat przedstawiajgcych
catos¢ procesu badawczego od pobrania prébki (prébek) poprzez poszczegédine procedury
izolacji DNA do sekwencjonowania i dobér analiz danych dla kazdej grupy genetycznej
(bakterie, wirusy, cztowiek).
W obecnej formie rozdziat jest pouktadany wedtug rodzaju metodologii, a nie ciggu logicznego
np. analiza DNA fagowego; analiza DNA bakteryjnego; analiza DNA ludzkiego.
Moje pytanie:

2. Dla jakich bibliotek DNA stosowano metode lon Torrent Sequencing a dla jakich

llumina? | dlaczego?

Rozdziat wyniki zamieszczony na 32 stronach w trzynastu podrozdziatach oraz Dyskusje
przedstawiong na 20 stronach omoéwie tgcznie. Cho¢ w obszernej dyskusji poswiecono wiele
miejsca na przedstawienie mozliwych skutkéw i przyczyn obserwowanych zaleznosci, bede
miata pare pytan szczegoétowych z prosbg o wyjasnienia.

Materiat w postaci bioptatéw czesci odzwiernikowej zotadka oraz prébki krwi pobierane byty
od pacjentéw Pracowni Endoskopii Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego. Prébki
izolowanego DNA zostaty sekwencjonowanie technikg NGS, a dane ze wszystkich rodzajow
testow ustandaryzowane i poddane analizie statystycznej. Analizy korelacji sktadu mikrobiomu
versus zdiagnozowane jednostki chorobowe zamieszczono w paragrafie 10.5.1. Wedtug
Tabeli 11, Specyficzne zaburzenia zdrowotne wedtug klasyfikacji ICD10, w tym K29 — “Gastritis
and duodenitis, K21 — “Gastro-oesophageal reflux disease” korelowaty z bakteryjnymi
sktadnikami mikroflory Zotgdka, w tym Eschericha albertii w obu przypadkach, ale w ogéle nie

wykazano zwigzku z Helicobacter pylori.
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Pytanie:

3. Jak Doktorant moze wyjasnic¢ rozbieznosci z danymi literaturowymi dla H.pylori?

W analizie statystycznej komponentéw bakteriofagowych (Tabela 12) wykazano zalezno$¢
wystepowania z jednostkami chorobowymi dla fagéw z grup profagéw Clostridioides,
Tequatrovirus oraz Inovirus.
Pytanie:

4. Czy metadane pozwolily skorelowac te grupy fagow z wystepowaniem ich zywicieli,

zwilaszcza w odniesieniu do profagéw i Inovirus?

W kolejnej analizie stwierdzono, ze obecnos$¢ sifowiruséw Brussowvirus i Triavirus w ludzkim
mikrobiomie korelowata ze znacznie zmniejszong réznorodnoécig bakteryjna.
Pytanie:
5. Czy byta to korelacja ogdlna, czy dotyczyta szczegdlnie grupy Streptococcus sp. i
Staphylococcus sp., dla ktorych te fagi sg specyficzne?

Analiza korelacji (Rycinie 16 i 17) wykazata, ze fagomy pacjentéw z chorobami przewlektymi
(cukrzyca i nadcisnienie) majg znaczgco inny sktad niz fagomy oso6b zdrowych, podczas gdy
nie byto znaczgcych réznic miedzy sktadem bakteryjnym.

Pytanie:

6. Jak Doktorant moze wyjasnic taki wynik?

Druga cze$¢ doktoratu poswigecona byta okresleniu korelacji . pomigdzy polimorfizmem
pojedynczych  nukleotydéw  (single-nucleotide  polymorphism, SNP) ~w  genach
zaangazowanych we wrodzong odpowiedz immunologiczng a zmianami mikrobiomu.

Oczywistym jest, ze obecnos¢ okreslonych bakteriofagéw lub taksonéw bakteryjnych wigze
sie z roznorodnoscig bakterii w mikrobiomach. Réwniez obecno$¢ bakterii zwigzanych z
zapaleniem btony $luzowej zotgdka ma swoje powigzania z niektérymi ludzkimi genotypami.
Dlatego Doktorant starat sie odpowiedzie¢ na pytanie czy mozemy doszukac sie trojstronnych
korelacji cztowiek-bakteria-fag, oraz czy fagi moga stuzy¢ jako indykatory do predykcji rozwoju
jednostek chorobowych, podobnie do bakterii. Czy znajgc profil SNP pacjenta mozemy

przewidzie¢ rozwdj okreslonych schorzen, w tym wypadku przewodu pokarmowego?



Uniwersytet
Wroctawski

®

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD BIOLOGI PATOGENOW | IMMUNOLOGH!
ul. S. Przybyszewskiego 63

51-148 Wroctaw

tel. +48 71375 62 90

zbpi@uwr.edu.pl | www.uni.wroc.pl

Badano wspodtistnienie  SNP w genach odpowiedzialnych za wrodzong odpowiedz
immunologiczng z wystepowaniem okreslonych bakteriofagéw i zaleznosci znaleziono dla
kilku grup: Kayvirus, Punavirus, Lambdavirus, oraz Teseptimavirus. Natomiast taka sama
analiza, ale trojstronna z uwzglednieniem dodatkowo bakteryjnych gospodarzy wykazata
zbiezno$¢ jedynie dla Kayvirus and Punavirus.
Pytanie:

7. Jak wyjasnic te roznice? Czy profile genetyczne mogg mie¢ wptyw na kolonizacje i

bioréznorodnosc¢ fagomu niezaleznie od obecnosci ich gospodarzy?

Zaktadano, ze obecno$¢ specyficznych alleli w genach moze promowaé wzrost bakterii
poprzez upos$ledzenie funkcji wrodzonego ukfadu odpornosciowego. Stwierdzono, iz
trzynascie pojedynczych mutacji nukleotydowych, jest powigzane ze statystycznie istotnymi
zmianami w réznorodnosci mikrobiomu. Analizowano réwniez zwigzek miedzy profilami
genetycznymi a wystepowaniem specyficznych patogendéw dla niezytu zotadka i znaleziono
pozytywna korelacje dla H. pylori, Rothia mucilaginosa, Prevotella melaninogenica, Neisseria
subflava i Prevotella jejuni. Przestawiono zaleznosci dla kazdego patogenu osobno, ale
wniosek ogolny byt taki, ze profil SNP moze wptywaé na sktad mikrobiomu i predysponowac
okreslone gatunki do namnazania, a w konsekwencji prowadzi¢ do dysbiozy i rozwoju stanéw

chorobowych.

Pytanie:
8. Czy mozna wymienic kilka wspdlnych profili SNP, ktére wyjgtkowo predysponujg do
kolonizacji patogenami odpowiedzialnymi za gastritis? Czy obserwowano infekcje

mieszane wraz z korelacjg SNP?

W Dyskusji Doktorant stwierdza, ze mozna zaobserwowac tréjstronne wspoétzaleznosci miedzy
ludzkimi sktadnikami mikrobioméw gospodarza, bakteriami i bakteriofagami, a takze ich
powigzania ze stanem zdrowia cztowieka. Jednak zaréwno bakteryjny, jak i wirusowy sktad
ludzi nie jest z gory okreslony przez ich czynniki genetyczne. A opisana relacja jest réwniez

podatna na czynniki zewnetrzne.
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Whioski zostaty przestawione w o$miu punktach, ktére podsumowaty najwazniejsze konkluzje
wyciggniete z tego wielowatkowego i trudnego do jednoznacznej interpretacji projektu.
Aktualnie ukazuje sie coraz wiecej prac dotyczacych badan metagenomicznych oraz analiz
korelacji predyspozycji genetycznych versus mikrobiom, w aspekcie predykcji i diagnostyki
réznych schorzen, w tym uktadu pokarmowego.

Mam zatem prosbe do Doktoranta o zwiezte przedstawienie elementu nowosci, jaki udato sie
odkry¢, czy przeanalizowa¢ w prezentowanej pracy. Mozna ten element wigczy¢ do

prezentacji przygotowywanej do obrony.

Co do formalnej strony dysertacji, Doktorant przygotowat prace w jezyku angielskim z uktadem
i sposobem prezentacji powszechnie przyjetym dla monograficznych prac doswiadczalnych w
naukach biologicznych. Dysertacja zawiera ogétem 150 stron i podzielona jest na
poszczegodlne rozdziaty: spis tresci, spis tabel, rycin i skrétow, wstep, materiaty i metody, wyniki,
dyskusje, podsumowanie, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, oraz bibliografie
zawierajgcg powyzej 280 anglojezycznych pozycji literaturowych. Praca jest zorganizowana
adekwatnie do prezentowanych tresci. Zabrakto jednak osobno wydzielonego rozdziatu: cel i
zatozenia pracy. Tekst pracy jest napisany starannie, jezykiem poprawnym, przejrzystym i

zrozumiatym.

Podsumowanie rozprawy doktorskiej

Podsumowujgc przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg Pana mgr Aleksandra
Szymczaka, przyznaje, ze Doktorant wykonat ciekawg prace badawczg, czego dowodem jest
z sukcesem opublikowany artykut w czasopismie Peerd z listy Journal Citation Reports, o
wspotczynniku oddziatywania (IF 3,061, 100 punktéw MEIN).

Rozprawa zostata napisana przejrzyscie pod wzgledem edytorskim i jezykowym. Pan mgr
Aleksander Szymczak wykazat sie duzymi umiejetncsciami stosowania metod badawczych
gtébwnie w zakresie nowoczesnych technik sekwencjonowania, metagenomiki oraz analiz
bioinformatycznych. Poza tym na uwage zastuguje realizacja pracy opartej na trudnym do
uzyskania materiale jakim sg prébki kliniczne pobierane od pacjentéw w trakcie zabiegéw
inwazyjnych - gastroskopii. Zebranie odpowiednio duzej puli prob w celu uzyskania
sensownych analiz statystycznych wymagato ciezkiej pracy oraz perfekcyjnego zgrania pracy
catego zespotu ludzi. Chciatabym ze swojej strony pogratulowaé doktorantowi niebywate;

wytrwatosci w opracowaniu materiatu klinicznego, ktére obejmowato zabezpieczenie
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materiatu, skomplikowane procedury izolacji DNA, tworzenie bibliotek, techniki
sekwencjonowania NGS, i na koniec wymagato zmudnych analiz bioinformatycznych i
statystycznych na ogromnych bazach uzyskanych danych.

W mojej ocenie Kandydat wykazat sie duzg dojrzato$cig naukowa przy opracowaniu obszernej
dysertacji w jezyku angielskim positkujgc sie najnowszg literaturg z dziedziny. Na uznanie
zastuguje rowniez zaangazowanie Doktoranta w realizacje projektu badawczego w ramach
funduszy OPUS 15, aktywne uczestnictwo w konferencjach miedzynarodowych i
opublikowanie wynikéw w prestizowym czasopismie. Wszystko to idealnie wpisuje sie w
zatozenia Programu Interdyscyplinarnych Srodowiskowych Studiéw Doktoranckich KNOW z
obszaru Biotechnologii i Nanotechnologii (BioTechNan).

Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, spetnia wymagania stawiane
ustawowo rozprawom doktorskim, dlatego przedktadam na rece Przewodniczgcego Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu, wniosek o dopuszczenie mgr Aleksandra Szymczaka do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk

medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra Aleksandra Szymczaka odpowiada wymogom
stawianym dysertacjom na stopieh naukowy doktora, okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2021 r., poz. 478 ze zm.).

W mojej ocenie praca doktorska Pana mgr Aleksandra Szymczaka zastuguje na wyréznienie,
dliatego niniejszym sktadam taki wniosek do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Zaktad Biologii Patogenow i Immunologi
KIEROWNIK

prof. dr h@%‘wsﬁg}i

Prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa






