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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Pauliny Marii Zebrowskiej — Rozanskiej

pt. ,,Analiza mikrobioty jelitowej u dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu”

Rozprawa pt. ,,Analiza mikrobioty jelitowej u dzieci z zaburzeniami ze spektrum
autyzmu” zostala zrealizowana pod kierunkiem promotora dr hab. n. med. Lukasza
Laczmanskiego, prof. PAN oraz promotora pomocniczego dr. n. med. Pawta Karpinskiego
w laboratorium Genomiki i Bioinformatyki, Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo zastepcy Dyrektora ds.
naukowych ILTD PAN — Prof. dr. hab. n med. Jolanty L.ukasiewicz z dnia 07.08.2023 roku,
zgodnie z Uchwalg Rady Naukowej Instytutu w 214 posiedzeniu przeprowadzonym w dniu
15 czerwca 2023.

Na dniach zostata przyznana Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny dla
Katalin Karik6 1 Drew Weissman "za odkrycia dotyczgce modyfikacji zasad
nukleozydowych, ktére umozliwity opracowanie skutecznych szczepionek mRNA przeciwko
COVID -19". Obserwujemy, ze zastosowanie technik biologii molekularnej w wirusologii 1
mikrobiologii staje si¢ coraz czestsze i adekwatnie znaczgco poszerza mozliwosci transferu
wiedzy. Tym samym mozliwym sie staje wdrozenie tej wiedzy zzakresu nauk
podstawowych do praktyki Kklinicznej, tak jak to mozna bylo zaobserwowaé z
bezprecedensowo szybkim opracowaniem szczepionek mRNA podczas pandemii COVID-19.
Zakres epidemiologii klinicznej réwniez zmienit si¢ wraz zrozwojem nauki, znaczgcym
obnizeniem kosztow sekwencjonowania nowej generacji, jak rowniez z do$wiadczeniem
pandemii. Prowadzone sg badania zaroéwno szerokoskalowe systematyczne prowadzace do
powstania ogdlno$wiatowych katalogéw np. mikrobiomoéw miejskich pozwalajgce lepiej
zrozumie¢ zjadliwosci i opornosei na antybiotyki spoteczno$ci drobnoustrojow specyficznych
dla duzych miast w réznych krajach, czy globalnych atlasow metagenomicznych, ktore




umozliwiaja odkrywanie nowych organizméw i gendw, podkresla potencjalne zastosowania
w zdrowiu publicznym i kryminalistyce. Z drugiej strony prowadzone sg réwniez
specjalistyczne badania sktadu mikroflory jelitowej. Wykorzystujac technologie NGS,
wspdlczesne badania metagenomiczne wykazaty, ze choroba Alzheimera, choroba Parkinsona
czy autyzm charakteryzuje sie zmianami w réznorodnosci drobnoustrojow jelitowych, co
wiecej zaproponowano system komunikacji okre$lany, jako o$ jelito-mikrobiota-mozg. Biorac
po uwage powyzsze, podjete przez doktorantke badania majace na celu ustalenie mikrobioty
i wykazaniu r6znic i okreslenie potencjalnego zwiazku z zaburzeniami ze spectrum autyzmu -
wpisuje si¢ w najnowsze trendy.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej badania skupily si¢ na analizie skiladu
mikrobioty jelitowej na podstawie analizy probek stolca w trzech grupach: u 71 dzieci
z zaburzeniami ze spektrum autyzmu, ich neurotypowego rodzenstwa (n=29) oraz grupie
kontrolnej niespokrewnionych neurotypowych dzieci (n=44). Doktorantka przeprowadzita
szczegdtowy analize sktadu mikrobioty fekalnej, oceng diety i dolegliwosci jelitowych w
badanych grupach. Rownolegle do analiz z zastosowaniem sekwencjonowania nowej
generacji — metody szeroko stosowanej do oceny mikrobioty - przeprowadzila analizg
zawartosci  krétkotancuchowych kwaséw tluszczowych, jako potencjalnego markera
aktywnosci metabolicznej mikrobioty.

Rozprawa liczy 187 stron i sktada si¢ z 6 gléwnych rozdziatéw i 3 dodatkowych w uktadzie
typowym dla prac doktorskich. Wiasciwy tekst jest uzupelniony streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim, wykazem skrotow i informacjg o zgodzie komisji bioetycznej, oraz na
koncu rozprawy spisem rysunkéw i spisem tabel. Wartym uznania jest fakt ze Doktorantka
dofaczyla réwniez imponujaca liste publikacji. Doktorantka jest wspotautorkg 8 publikacji
o imponujacym tgcznym wspotezynniku oddziatywania tzwn Impact Factor = 36,023.

Pi$miennictwo obejmuje 275 pozycji literaturowych, gdzie wigkszos¢ z nich jest
opublikowana po 2000 roku - $wiadczy to o starannosci doboru literatury. Z obowigzku
recenzenta musze jednak zaznaczy¢, ze doktorantka nie stosuje spojnego stylu dla cytowani:
cze$¢ autorow jest cytowana z pelnym imieniem i nazwiskiem np. 55-68;109, 116 a w innych
pozycjach, cytowani tylko z pierwszg litera imienia 69, 78, 79, 80; 111-115.

Cala rozprawa napisana z do$¢ duzg szczegdlowoscia, ale jednoczes$nie prace czyta si¢ lekko.
Liczacy 22 stron wstep jest logicznie podzielony na 3 podrozdzialy opisujace zaburzenia ze
spektrum autyzmu, dotychczasowe badania nad mikrobem u tych pacjentéw i opis funkcji
kréotkotancuchowych  kwaséw  tluszczowych w  organizmie cztowieka — proponuje
przeredagowac nazwe ostatniego podrozdziatu — obecna jest zbyt metodologiczna.

Hipotezy i cele badawcze zostaly jasno sformutowane.

W kolejnym rozdziale Doktorantka Paulina Maria Zebrowska-Roézanska na 37 stronach
rozdzialu 3 opisuje szczegbtowo materiaty i metody swojej pracy badawczej. Grupy
badawcze sg dobrze dobrane i ich reprezentatywnos$¢ jest wystarczajgca, aby uzyskac
istotno$ci w analizach statystycznych.



Technologia sekwencjonowania nowej generacji (NGS) poglebila nasza wiedze
natemat ludzkiego mikrobiomu, pozwalajac nie tylko charakterystyke znanych
mikroorganizmoéw, ale réwniez umozliwiajac odkrycie i scharakteryzowanie drobnoustrojow
trudnych do hodowli wraz z przewidywaniem ich funkcji. Najezgsciej uzywane metody
NGS obejmuja sekwencjonowanie genu 16S rRNA, sekwencjonowanie metagenomiczne typu
shotgun i sekwencjonowanie RNA. Doktorantka szczegdtowo opisala sekwencjonowanie
DNA, ze szczegblnym uwzglednieniem 16S rRNA oraz bardzo szczegdtowa analiza
bioinformatyczng z sekwencjonowania: przygotowanie danych, odszumianie i laczenie,
taczenie wynikéw z regionéw V3-V4 1 V7-V9, réznorodno$é alfa, réznorodnos¢ beta, analize
roznic w obfitosci konczac na przewidywaniu funkcji metabolicznych mikrobiomu. Metoda
bioinformatyczna zostata przedstawiona w sposéb bardzo dokladny i wyczerpujacy.
Tematyka jest bezposrednio zwigzana z tematem  pracy doktorskiej, ale jest duza
szczegdtowosé, liczne odniesienia do literatury w metodologii, szczegdlowe opisy zalet
sekwencjonowania wielu krotkich regionéw. Z jednej strony nalezg si¢ stowa uznania dla
Doktorantki, ktéra w sposob bardzo jasny i przejrzysty wyttumaczyla profilowanie taksonow
bakterii znajdujacych sie w probce podczas jednej analizy 1 sklasyfikowata oraz
scharakteryzowata drobnoustroje dzigki technologii NGS. Z drugiej strony zamiast tak
rozbudowanego rozdzialu materialy i metody — znaczng tre$¢ tego rozdzialu mozna by
umiesci¢ w pracy przegladowej natemat badan NGS nad ludzkim mikrobiomem czy
zastosowania roznych narzedzi bioinformatycznych na potrzeby analiz zardéwno catkowitego
fadunku mikrobiologicznego z probek jak i jakosSciowego. Do wykorzystania tych tresci
i przygotowania manuskryptu Doktorantke gorgco zachgcam, aby szersza skala czytelnikow
mogta zapozna¢ si¢ z tak dobrym omdéwieniem sekwencjonowania 16S rDNA.

Wyniki badan zostaly przedstawione w sposéb bardzo czytelny dzigki logicznym
podrozdziatom i przedstawieniu wynikéw w formie licznych kolorowych rycin, analiz
porownawczych, diagramow PCA (analiz gtownych sktadowych), wykresow pudetko-wasy.
Nalezy tutaj podkresli¢ czasochtonno$¢ tych analiz oraz szczegoétowosé opiséw np. w
analizach réznic w obfitosci taksonow bakteryjnych miedzy badanymi 3 grupami - gdy
identyfikacja na poziomie rodzaju byla niemozliwa — wskazano pierwszy dostepny poziom
taksonomiczny gdzie byla dostepna klasyfikacja. Podobnie — w sposéb jasny zostaly
przedstawione wyniki analiz diety uczestnikow, ktora obejmowata az 93 parametry i sktadniki
odzywcze. Kolorowe wykresy przedstawiajgce procentowe podsumowanie zaliczen kazdego
parametru - ulatwily trudng do zwizualizowania analize dolegliwosci ze strony ukladu
pokarmowego.

W dyskusji doktorantka krytycznie zestawia wyniki swojej pracy badawczej z danymi
literaturowymi, podkreslajac wiarygodno$¢ swoich wynikow, bardzo dobrze skonstruowane
grupy badawcze odzwierciadlajgce rzeczywisto$é kliniczng (np. wyzszy udzial procentowy
chlopcow w grupie dzieci z autyzmem zgodne z danymi literaturowymi wskazujacymi ze
zaburzenia ze spektrum autyzmu 4x czgsciej sg diagnozowane u chlopcow). Doktorantka
konfrontuje swoje wyniki z hipotezg wptywu stresu i leku u dzieci z ASD na funkcjonowanie
uktadu pokarmowego; jednoczenie wskazuje, ze stosowanie antybiotykdéw w ciggu ostatnich 3
miesiecy nie zréznicowalo grup, tym samym zwicksza to wiarygodnos¢ jej wynikow badan.




Doktorantka wykazata zaréwno umiejgtnos¢ pracy z trudnym materialem biologicznym,
jak i szerokie kompetencje w zakresie technik biologii molekularnej ( NGS) czy technik
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) o duzej dojrzatos$ci naukowej $wiadczy
tez fakt, ze na 3 stronach dyskutuje ograniczenia swoich badan. Dyskusje konczy
11 wnioskami sformulowanymi adekwatnie do uzyskanych wynikow.

Moje uwagi recenzenta sg gléwnie natury redakcyjnej w zwiazku z drobnymi
niedociggni¢ciami edytorskimi. Doktorantka powinna zwroci¢ uwage na

e pominigte piSmiennictwo w spisie tresci

e poprawi¢ drobne biedy, literowki np. str. 80 - jest ,,se spectrum”, powinno by¢ ,,ze
spectrum”; str. 150, pismiennictwo 56 — tytul czasopisma jest: ,,nature” powinno byé
,Nature”;  Pi$miennictwo 57, 65 — nie prawidlowy symbol w tytule czasopisma;
powinien byé symbol &

e ujednolici¢ bibliografie

e zmniejszy¢ drobne powtdrzenia tych samych tresci przedstawionych we wynikach
(np. str 90) i dyskusji (np. strona 126)

e tak pracochlonna analiza bioinformatyczna opisana w metodologii mogtaby
by¢ ubogacona a jednoczesénie zwizualizowana przez schemat catej procedury analizy
bioinformatycznej

e spis rysunkéw, tabel — ulatwityby czytanie gdyby byly przy spisie tresci a nie na
koncu rozprawy

e skrécenie tresci 11 wnioskdéw i ilosci wnioskdw (np. wniosek numer 1 nie byt
bezposrednio zwigzany z celem pracy i mégtby by¢ pominigty)

Te drobne bledy nie zmieniajg oczywiscie mojej merytorycznej oceny pracy i nie umniejszajg
osiggnie¢ naukowych zaprezentowanych przez Doktorantke. Temat podjety przez mgr
Pauline Zebrowskga-Rézanska jest ciekawy, unikalny a ,dodatek” skladajgcy sie z listy
publikacji (str.186-187) o tgcznym IF=36,024 podkresla unikalno$¢ tematyki badawczej oraz
szeroka game projektow, w ktérych wiedza bioinformatyczna doktorantki zostata rownolegle
wykorzystana. Promotor zadbal o wszechstronne wykorzystanie wiedzy 1 umiejgtnosci
doktorantki nabytej podczas pracy badawczej-doktorskiej, tym samym pozwolil rozwinaé si¢
doktorantce analizujgc mikrobiote jelitowa nie tylko u dzieci z zaburzeniami ze spektrum
autyzmu, ale roOwniez u oséb dorostych ze schizofrenig, astmg czy poszerzyl je o metody
analizy danych poprzez uczenie maszynowe; tym samym Doktorantka data si¢ poznac, jako
osoba z ktorg tatwo si¢ wspolpracuje w projektach naukowych 1 potrafi dzieli¢ si¢ swoja
wiedzg 1 umiejetnosciami.

Podsumowujgc swojg opini¢ o rozprawie doktorskiej, cheiatabym jednoznacznie stwierdzic,
ze bardzo wysoko oceniam jej poziom naukowy. Ponadto, potaczenie wiedzy mikrobiologii,
genetyki, dietetyki, jak i chemii analitycznej wskazuje na szeroki wachlarz technik zaréwno
eksperymentalnych, jak i ,,in silico”, a to $wiadczy, ze Doktorantka jest doswiadczonym
naukowcem. Liczne publikacje opublikowane prze ztozeniem pracy  $wiadczg zardwno
o znakomitej relacji naukowej promotor-doktorant, dzieki ktorej mozliwe bylo przez



promotora odkrywanie i rozwijanie potencjalu doktorantki, a w pozniejszych latach -
dojrzatosci naukowej doktorantki.

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Pauliny Zebrowskiej-Rozanskiej zatytutowana ,,Analiza
mikrobioty jelitowej u dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu” spelnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018
poz. 1668 z pozn. zm.). Uwzgledniajgc wartos¢ merytoryczng ocenianej dysertacji doktorskiej
uwazam, ze stanowi ona osiggniecie naukowe spelniajace kryteria postawione pracom
naukowym w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. W
zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Pauliny
Zebrowskiej-Rozanskiej do dalszych etapow postepowania w Szkole Doktorskiej w sprawie
nadania stopnia doktora. W zwigzku wysoka wartoscig merytoryczng interdyscyplinarnej
pracy, bogactwem uzyskanych istotnych wynikow, oraz mozliwosciami aplikacyjnymi oraz
dodatkowo biorac po uwage bardzo duzy dorobek naukowy doktorantki Pani Pauliny
Zebrowskiej-Rozanskiej wnioskuje o jej wyrdznienie.
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