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Przedtozona do oceny rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac doktorskich.
Wprowadzenie w tematyke badan niniejszej rozprawy stanowi Wstep uzasadniajgcy zatozenia
pracy oraz celowos¢ ich podjecia, w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy. W tej
wprowadzajacej czesci Doktorantka podjeta sie zdefiniowania pojecia zaburzen ze spektrum
autyzmu (ASD) poprzez szeroka klasyfikacje deficytow, w tym relacyjnych (spoteczno-

emocjonalnych) oraz rozwojowych (obejmujgcych rozwéj psychoruchowy). Podata krotka



charakterystyke epidemiologiczng obejmujaca identyfikacje przypadkéw spetniajacych kryteria
diagnozy ASD. Jak réwniez wskazata na wieloczynnikowa etiologie tych zaburzeri, taczacy
wzajemne oddziatywania czynnikéw genetycznych, epigenetycznych oraz Srodowiskowych, co
stanowi mozliwg, lecz niejasng przyczyne tych ztozonych zaburzen okreslanych wspélnym

terminem jako zaburzenia ze spektrum autyzmu.

Tematyka, ktdrej podjeta sie Doktorantka dotyczy analizy sktadu mikrobiomu
jelitowego w kontekécie réznic wystepujacych u dzieci z orzeczonymi zaburzeniami ze spektrum
autyzmu. We Wstepie pracy Autorska stara sig zatem scharakteryzowac¢ czynniki stanowigce
zmienne potencjalnie oddziatujace na réznorodnoé¢ mikrobioty jelitowej, a takie uzasadnia
znaczenie tematyki podjetych przez Nig badan, podkreslajac dane literaturowe Swiadczace
0 istnieniu zaleznosci pomiedzy zaburzeniami w zakresie ASD a wzorcami kolonizacji
mikrobioty. Zagadnienia stanowigce podstawe recenzowanej rozprawy doktorskiej wpisujg sie
W nurt aktualnych badan prowadzonych na Swiecie na przestrzeni ostatnich dekad, ktdre
dostarczajg przetomowych obserwacji dowodzac immunologiczno-metaboliczno—endokrynnej
funkcji regulacyjnej mikrobiomu jelitowego oraz jego znaczacej roli w funkcjonowaniu
osrodkowego uktadu nerwowego. W tym kontekscie problematyka zmiennosci sktadu
mikrobioty jelitowej i jego wptywu na homeostaze podkreéla zasadnosé prowadzenia badan
w przypadku tak ztozonych zaburzer jak ASD. Co raz wiecej badan genetycznych, fenotypowych
i funkcjonalnych podkreéla udziat mikrobioty i jej metabolitéw w ksztattowaniu objawow
spektrum autyzmu, jednak pojawiajg sie réwniez badania wskazujgce odwrotny kierunek
przyczynowo-skutkowy, gdzie zmienne wzorce zywieniowe w ASD uwaia sie za gtowny
determinant sktadu mikrobioty w tym schorzeniu.

Analizujac ztozong nature przedstawionego problemu nie sposob przecenié badania
podjete przez Doktorantke w celu pogtebienia aktualnego stanu wiedzy.

Celem szczegdtowym recenzowanej rozprawy doktorskiej byta analiza zmierzajgca
do wykazania réznic w sktadzie mikrobioty fekalnej w trzech grupach badanych, tj: u dzieci
z ASD, ich neurotypowego rodzerstwa oraz W grupie neurotypowych dzieci
niespokrewnionych.

Dobdr uczestnikéw badania, a takze zaplanowane w pracy metody badawcze,
W tym analizy genetyczne, wieloparametryczne analizy bioinformatyczne oraz badanie
ankietowe wskazuja, ze koncepcja rozprawy doktorskiej jest bardzo dobrze przemyslana,
szczegotowo zaplanowana i wielowgtkowa. Na podkreélenie zastuguje fakt, 7e w celu
scharakteryzowania badanej mikrobioty Doktorantka wykonata nowoczesng metode
badawczg, jaka jest sekwencjonowanie NGS analizujgc zmienne regiony V3-V4 i V7-v9 genu
markerowego 16S rRNA. Zasade metody oraz przebieg wykonania analizy Doktorantka opisata
szczegétowo w  rozdziale Materialy i metody. Przeprowadzone przez Doktorantke

zaawansowane analizy bioinformatyczne, a takze doskonale opracowane narzedzie badania



ankietowego swiadczy o Jej ogromnym zaangazowaniu badawczym i o bardzo duzej dojrzatosci
naukowej.  Podkreslic nalezy réwniez obszerny opis  wykorzystanych  narzedzi
bioinformatycznych, w tym precyzyjne uzasadnienie merytoryczne  zastosowania
wieloparametrycznej analizy. W analizie mikroorganizméw Doktorantka oceniata zarowno
roznorodnosé (w tym pokrewierstwo filogenetyczne) taksonéw obecnych w danej prébee (czyli
w danym mikrobiomie) jak i rownomiernoé¢ z jakg zidentyfikowane taksony sg w tej prébce
reprezentowane. Nastgpnie parametry te zostaty zanalizowane w kontekécie réznic pomiedzy
badanymi grupami. Ponadto, Doktorantka podjeta sie analizy roznic obfitosci danych taksondw,
tj. ilosciowego okreslenia catkowitego tadunku mikrobiologicznego, wykraczajacego poza miare
wzglednej obfitosci uwzgledniajgcej jedynie proporcjonalny sktad mikrobiomu. Doktorantka
dokonata tez szczegétowego przegladu literatury w kontekscie opisywanej metodyki, z duzg
. dojrzatoscia wskazujgc wiele ograniczeri tej analizy. Ostatnim etapem zlozonej analizy
bioinformatycznej byto przewidywanie przyblizonego profilu funkcjonalnego mikrobiomdw
badanych grup, co jak podkreslita Doktorantka, stanowito dodatkowg, bezkosztowq
w kontekécie wykonanej metody NGS, analize funkcjonalng. Aktywnoé¢ metaboliczng
badanego mikrobiomu ocenita réwniez poprzez oznaczenie poziomu krétkotaricuchowych
kwasow ttuszczowych bedgcych produktem metabolizmu mikroorganizmow jelitowych, ktére
zostato wykonane za pomoca wysokosprawne; chromatografii cieczowej (HPLC).

Pomimo zastosowania w pracy nowoczesnych metod laboratoryjnych oraz
zaawansowanych analiz bioinformatycznych, moje najwieksze uznanie wzbudzito niezwykle
starannie zaplanowane, wieloaspektowe badanie ankietowe, ktorego celem byto zebranie
wywiadu perinatalnego i demograficznego oraz okreélenie nawykéw zywieniowych i informacji
0 biezgcym stanie zdrowia, w oparciu o 14-dniowg obserwacje. Globalna analiza
przeprowadzona na podstawie danych ankietowych umozliwita wytypowanie potencjalnych
zmiennych, ktére majg wplyw na podstawowy parametr roznicujacy badane grupy, jakim jest
spektrum autyzmu. Wsréd badanych czynnikéw okreélono réwniez te, ktére wptywaja na
mikrobiom.

Uzyskane wyniki zostaty opracowane z uzyciem adekwatnych narzedzi, opisane
i zobrazowane w sposob, ktéry umozliwia ich tatwy odbidr i zrozumienie. Pomimo tak ogromne;j
liczby otrzymanych wynikéw, Doktorantka unikneta tzw. szumu informacyjnego, udowadniajac
w opisie wynikéw, ze oznaczenie kazdego z parametréw zostato éwiadomie zaplanowane
w celu uzyskania niezbednej informacji.

W kolejnym rozdziale jakim jest Dyskusja wyniki uzyskane przez Doktorantke
zostaty rzeczowo skonfrontowane na tle danych z piSmiennictwa. Zaréwno sposéb prezentacji
uzyskanych wynikdw jak i zawarta w Dyskusji wnikliwa analiza wynikéw potaczona z ich
weryfikacja w oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe podkreéla naukowga dojrzatosé¢

Doktorantki. Wartym podkreslenia jest réwniez fakt, iz Doktorantka zdaje sobie w petni sprawe



z ograniczen jakimi obarczone s3 badania prowadzone w tej tematyce i sama wskazuje na

koniecznoé¢ prowadzenia dalszych analiz w celu weryfikacji dokonanych obserwacji.
Interpretacja wynikéw i odniesienie ich do aktualnego stanu wiedzy pozwolity na

sformutowanie az 10 wnioskéw, stanowigcych bardziej podsumowanie pracy. Tutaj na

marginesie drobna uwaga techniczna, ze Wniosek 7 stanowi powtdrzenie Wniosku 6.

Gtoéwne informacje zawarte we Wnioskach wskazujg, ze:

1. Doktorantka potwierdzita wiekszg czgstos$c wystepowania ASD u chtopcow.

2. Wykazata, ze dzieci z ASD wykazuja tendencje do czestszego wystepowania
probleméw zwigzanych z zywieniem oraz funkcjonowaniem uktadu
pokarmowego.

3. Zaobserwowata zwigkszong czestoé¢ chordb przewlektych oraz zaburzen
neurologicznych, zardwno w przypadku dzieci z ASD, jak i ich neurotypowego
rodzenstwa.

4. Zaobserwowata wzorce zywieniowe, mogace oddziatywa¢ na wystepowanie
objawéw ASD, w tym czestsze wprowadzanie diety eliminacyjnej oraz
suplementacji u dzieci z ASD.

5. Doktorantka nie wykryta istotnych statystycznie rdéznic w stezeniach
krétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych.

6. Wykazata wiekszg réznorodnosée¢ mikrobioty neurotypowego rodzerstwa niz
dzieci z ASD wzgledem grupy kontrolne;.

7. Rowniez w przypadku obfitoéci wybranych taksonéw zaobserwowata wieksze
réznice pomiedzy grupa neurotypowego rodzenstwa i kontrola, niz ASD
i kontrola.

8. W analizie réznic na poziomie taksonomicznym rodzaju wykazata réinice w
obfitosci 53 takson6w bakteryjnych pomiedzy ASD i kontrolg, w tym dla

mikroorganizmdéw istotnych metabolicznie.

Analizujgc Wnioski sformutowane przez Doktorantke nasuwa mi sie refleksja, ze
stanowig one zwiezte podsumowanie wynikéw, a nie zasadniczg konkluzje bedaca refleksja
z analizy uzyskanych danych. Zredukowanie liczby Wnioskow (np. potaczenie 1z 6/7 oraz 4 z 5)
i skrocenie ich opisowego charakteru pozwolitoby uwypukli¢ najwazniejsze Osiggniecia tej pracy
doktorskiej.

Jednoczesnie, bardzo prosze Doktorantke o szczegdlne ustosunkowanie sie do
wynikow, do ktérych odnosi sie Wniosek 9 i 10. Najbardziej zaskakujagca wydaje mi sie
najwigksza roéznorodno$é alfa i réwnomiernoéé¢ taksondw W grupie neurotypowego

rodzeristwa.



Przechodzac do podsumowania, w ocenie merytorycznej zamierzonych celéw pracy
nalezy podkresli¢ wysémienicie zaplanowany i przemyslany proces badawczy oraz istotne
znaczenie osiggniec. Realizacja pracy oraz sposdb opracowania uzyskanych danych wskazuje,
ze Doktorantka dysponuje dobrym warsztatem badawczym umozliwiajgcym realizowanie
eksperymentéw naukowych na Swiatowym poziomie. Przedstawione wyniki stanowig
oryginalny wkfad do nauki i otwierajg dalsze interesujgce obszary badawcze. Catoéciowo
opracowane dziefo wskazuje, ze Doktorantka posiada szeroka wiedze w dyscyplinie naukowej

stanowigcej przedmiot Jej zainteresowania.

Stwierdzam zatem, Ze rozprawa Pani mgr Pauliny Marii Zebrowskiej-Réiaﬁskiej
nt.:,,Analiza mikrobioty jelitowe] u dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu” posiada wysoka
warto$¢ poznawczg i bez watpienia spetnia warunki okre¢lone wart. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668).
W zwigzku z czym przektadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie

mgr Pauliny Marii Zebrowskiej-Réiaﬁskiei do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz

publicznej obrony pracy doktorskiej.

Ze wzgledu na bardzo wysoki poziom naukowy dysertacji oraz znaczgce 0siggniecia

whnioskuje o wyrdznienie recenzowanej pracy doktorskiej.
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