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KATEDRA GENETYKI
WYDZIAL BIOLOGII I HODOWLI ZWIERZAT

Dr hab. inz. Magdalena Zaton-Dobrowolska, prof. uczelni Wroctaw, dnia 26.09.2023 r.
Katedra Genetyki

Wydzial Biologii i Hodowli Zwierzat
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
ul. Kozuchowska 7, 51-631 Wroctaw

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Pauliny Zebrowskiej-Rézanskiej

pt. ,,Analiza mikrobioty jelitowej u dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu”
zrealizowanej pod kierunkiem dr hab. Lukasz f.aczmanskiego, prof. PAN i promotora
pomocniczego dr n. med. Pawta Karpinskiego wykonana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu

Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk

Zaburzenia ze spektrum autyzmu wedtug licznych danych sa coraz czesciej wystepujaca i
diagnozowang jednostka chorobowa w spoleczenstwach. Jednak ze wzgledu na duze
zréznicowanie w zakresie objawow i ich nasilenia, a takze skomplikowane podtoze, ktére nie do
konca jest poznane, konieczne sg badania, ktore pozwolg lepiej zrozumie¢ uwarunkowania ASD,
jak réwniez poznaé czynniki, ktore moga wplywa¢ na typ i stopien nasilenia objawow.
Prowadzone liczne badania na temat mikrobioty jelitowej wskazujg, ze moze ona odgrywaé
istotng rol¢ w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu. Zaréwno sktad gatunkowy
mikroorganizméw, jak i ich wzajemne zaleznos$ci czy proporcje moga przektadaé sie na jakogé
przebiegajagcych procesow, jak rowniez aktywno$¢ gendw czy Sciezek sygnalizacyjnych. Wiele
wynikow, zarowno w przypadku cztowieka, jak i zwierzat, wskazuje na istotne réznice w
mikrobiocie w przypadku wystgpowania wielu choréb w poréwnaniu do 0séb czy osobnikéw

zdrowych, np. w przypadku otylosci, cukrzycy.
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Coraz szersze spektrum nowoczesnych metod i technik badawczych jak RT-PCR czy
sekwencjonowanie umozliwiaja coraz dokladniejsze badania w tym zakresie i pozwalajg na
coraz lepszg identyfikacje gatunkowa mikroorganizmoéw, a przez to okreslenie ich roli i
powigzanie z funkcjami organizmu czy wyst¢pujacymi zaburzeniami. Przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska wpisuje si¢ w zwigzku z tym w aktualne nurty badawcze, zwlaszcza w
konteks$cie holistycznego podejscia do funkcjonowania organizmu oraz mozliwych

uwarunkowan wystepujacych choréb.
1. Syntetyczna charakterystyka recenzowanej rozprawy

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska ma charakter eksperymentalny. Napisana
zostata w sposéb czytelny i zrozumiaty, poprawny od strony jezykowej. Ma ona uktad typowy
dla prac o takim charakterze. Cato$¢ pracy zawarta jest na 187 stronach i sklada si¢ z siedmiu
rozdziatow ,,Wstep”, ,,Cel pracy”, ,Materialy i metody”, ,,Wyniki”, ,,.Dyskusja”, ,,Wnioski”,
,Bibliografia” (niestety brakuje jej w spisie tresci). Dodatkowo praca zostala uzupelniona
streszczeniem w jezyku polskim 1 angielskim, wykazem skrétow, spisem rysunkéw i spisem
tabel oraz Dodatkiem. W pracy zostalo takze zamieszczone Oswiadczenie bioetyczne, co jest

istotne w zwigzku z charakterem badan.
2. Analiza poszczegolnych czesci pracy

W rozdziale ,,Wstep”, ktory obejmuje takze przeglad aktualnego pismiennictwa, na
poczatku Autorka szczegbélowo przedstawila zagadnienie autyzmu, jego etiologie i
epidemiologie. Pozwala to lepiej zrozumieé ztozono$¢ zagadnienia. W drugiej czedci rozdziatu
omoéwione zostaly badania dotyczace mikrobioty, zwlaszcza w kontekscie wystepowania
zaburzen ze spektrum autyzmu (ASD). W ftrzeciej cze$ci poruszono powigzang z
funkcjonowaniem mikroorganizméw jelitowych kwestie krotkotancuchowych  kwasow

thuszczowych (SFA).

Rozdziat ,,Cel pracy” zawiera przedstawiony gtéwny cel pracy.
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Rozdzial ,,Materiaty i metody” jest bardzo dobrze i szczegblowo opisany, zawiera si¢ na
37 stronach, co samo w sobie wskazuje na bardzo duzy zakres zar6wno zgromadzonego
materiatu, jak i zastosowanych metod badawczych. Scharakteryzowano szczegdtowo zaréwno
uczestnikow badania i grupy badawcze, jak i zgromadzony materiat, ktéry nastepnie byt
poddany analizom. Na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt zgromadzenia duzych i
roznorodnych danych, ktore pozwalaja na kompleksowe podejscie do analizy zagadnienia.
Kolejno zostaty opisane zastosowane metody molekularne wykorzystane do analizy mikrobioty
w probkach kalu, co zostalo wzbogacone schematami obrazujacymi przebieg procedury.
Omoéwiono wykorzystane metody bioinformatyczne w analizie uzyskanych w ramach
wezesniejszych  metod  wynikéw.  Szczegblowo  omoéwiono takze etapy  analizy
krétkotancuchowych kwasow thuszczowych w pobranych prébkach. Ostatnig cze$é tego

rozdzialu stanowi przedstawienie analizy danych ankietowych.

Uzyskane liczne wyniki zostaty szczegblowo omédwione z podzialem na poszczegdlne
etapy badan i przedstawione gléwnie na wykresach. Widoczne sg dwie gtéwne, wyr6zniajace sie
cze$ci wynikéw — jedna dotyczy analiz molekularnych oraz z zakresu bioréznorodnosci
mikrobiomu w wyréznionych grupach badawczych, natomiast drugg stanowi analiza
uwarunkowan dietetycznych oraz wystgpujacych dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego w
grupach dzieci. Poszczegélne wyniki przedstawiono w wyrdéznionych podrozdzialach w
kolejnosci zgodnej z przedstawionymi etapami badan w rozdziale ,Materialy i Metody”, co
bardzo utatwito ich analize. W kolejnym rozdziale pracy mgr Paulina Zebrowska-Rozanska
przeprowadzila dyskusje uzyskanych wynikow z wynikami badan innych autoréw, wykazujac
podobienstwa 1 rdéznice, co zostalo wzbogacone takze proba wyjasnienia przyczyn
wystepujgcych rozbieznodci. W tym rozdziale takze zostaly wyrdznione czgsci, ktére odnosity

si¢ do danej grupy uzyskanych wynikow.

W pracy w rozdziale 6 przedstawiono 12 wnioskéw wynikajacych z przedstawionych

badan.

Bibliografia obejmuje 275 pozycji literatury, glownie zagraniczne;.
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Dysertacja zostata wzbogacona o Dodatek, w ktorym przedstawiono dodatkowe wyniki.
3. Uwagi krytyczne

Wskazanie ewentualnych niescistosci, zaréwno formalnych jak i merytorycznych, nalezy
do zadan recenzenta. Odnotowane niescistosci zostaly przedstawione ponizej zgodnie z

kolejnoscig czesci dysertacji:

v' W opisie epidemiologii ASD wedlug mnie brakuje przedstawienia takze danych dla
krajow europejskich, w szczegdlnosci dla Polski. Jest to o tyle istotne, ze badania byly
realizowane na populacji polskiej, ktéra moze si¢ znaczaco r6zni¢ od populacji
amerykanskiej pod wzgledem choéby czestosci diagnozowania autyzmu.

v Co Autorka miala na my$li wymieniajac warianty genetyczne i warianty genéw przy
omawianiu czynnikoéw genetycznych warunkujacych autyzm?

v" Przy omawianiu czynnikéw genetycznych Doktorantka napisala, ze ,,... miedzynarodowe
badanie wykazalo,....., ze ASD ma szacowang dziedziczno$¢ na poziomie 80%” (str. 22),
natomiast w badaniu szacowano odziedziczalno$¢ nie dziedziczno$é, to jest catkiem inne
pojecie. Ten sam blad powielony zostal takze w kolejnym akapicie, w ktérym brakuje
takze wskazania w podpunkcie b) czego dotycza podane procenty — w cytowanej
publikacji chodzi o wskaZnik rozpowszechnienia ASD.

v" Przy makroskladnikach diety raczej powinno sie¢ méwi¢ o energii niz o kaloriach,
ponadto energia nie jest makrosktadnikiem, jest raczej warto$cia charakteryzujgcg diete
(str. 29).

v" Przy omawianiu kwasu propionowego chyba raczej chodzito Autorce o rozwéj uktadu
nerwowego niz rozwdj nerwowy plodu (str. 37).

v’ W opisie analiz danych ankietowych podane sa wykorzystywane metody statystyczne,
natomiast brakuje wskazania, w jakim programie zostaly te analizy przeprowadzone.

v' W Wynikach w podrozdziale 4.2 na poczatku przydaloby si¢ wedlug mnie omdwienie
wynikow sekwencjonowania oraz podanie informacji na temat liczby taksonéw

oznaczonych w poszczegodlnych grupach.
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v' Brakuje omo6wienia wynikéw uzyskanych w ramach analizy przewidywalnych funkcji
metabolicznych mikrobiomu, zostaly one jedynie zamieszczone w formie wykreséw w
Dodatku. Sg one jednak by¢ bardzo ciekawe i dobrze by byto je oméwic.

v" Numeracja wykresow 4.6-4.8 powinna byé zgodna z kolejnoscia ich omawiania, a
najpierw jest w tekscie odniesienie do wykresu 4.8, potem 4.7, a na koncu 4.6.

v' W podrozdziale 4.5.02 i 4.5.0.3 moze lepiej byloby wyliczaé procentowy udziat
poszczegdlnych typéw uksztaltowania oraz koloru stolca bez uwzgledniania dni bez
wyproznien. Wezesniejsza analiza wykazata, ze jest to element réznicujacy grupy, wiec
moze wplywaé na wyniki analizy tych dwoéch elementéw. Ponadto jezeli nie ma
wyproznienia, to nie ma jak analizowaé tych dwdch cech stolca. Byé moze takie
podejscie pozwolitoby bardziej uwidocznié¢ réznice migdzy grupami, ktére w obecnej
analizie moze zaburza¢ udzial dni bez wyproznien.

v" Troch¢ brakuje mi i moze warto by byto si¢ pochyli¢ nad analiza powiazania skladu
mikrobiomu a wystgpowaniem dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego albo dieta i
SFA w poszczegblnych grupach.

v" W Dyskusji Autorka zastosowata inng kolejno$¢ poruszanych zagadnien niz w
wynikach. Lepiej by si¢ analizowato pracg, gdyby kolejno$¢ w obu rozdziatach byla taka
sama.

v" Whiosek 61 7 sa praktycznie identyczne, siédmy jest jedynie bardziej rozbudowany.

V' Czgs¢ wnioskow stanowi podsumowanie pracy np. wniosek 2, 5, 6, 9.

Przedstawione uwagi majg charakter polemiczny i moga stanowi¢ ewentualne sugestie,
natomiast nie obnizaja warto$ci merytorycznej przedstawionej dysertacji. Zastosowane przez
mgr Pauling Zebrowska-Rézanska szerokie spektrum metod badawczych wskazuje na bardzo
dobre opanowanie warsztatu badawczego, jak réwniez przygotowanie merytoryczne, a

przeprowadzona analiza i interpretacja wynikéw na posiadane kompetencje w tym zakresie.

4. Ocena merytoryczna rozprawy
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Przedlozona dysertacja ma charakter eksperymentalny. Autorka do jej realizacji
zastosowala nowoczesne metody badawcze, a uzyskane réznego charakteru dane umiejetnie
przeanalizowala z  wykorzystaniem  kompleksowych  narzedzi  statystycznych i
bioinformatycznych. Przedstawione opracowanie pozwala stwierdzi¢, ze Pani Paulina
Zebrowska-Rézafiska umiejetnie postuguje sie zaréwno technikami z zakresu genetyki

molekularnej, jak i narzedziami wykorzystywanymi do analizy uzyskiwanych w ich wyniku

danych.

Praca doktorska Pani Pauliny Zebrowskiej-Roézanskiej ma duzg warto$¢ poznawcza, a na

szczegblne podkreslenie zastuguje:

= Zebrany bardzo zréznicowany materiat badawczy, ktéry pozwala na bardzo

kompleksowg analize.

» Zastosowanie odpowiednio dobranych metod analitycznych i umiejetng analize oraz
interpretacje ich wynikéw.

» Wskazania cech mikrobiomu oraz czynnikéw dietetycznych, ktére moga mie¢ zwigzek z
ASD, czy tez wplywa¢ na wystgpowanie dodatkowych zaburzen zdrowotnych
towarzyszacych ASD.

* Wskazanie istotnosci kompleksowego podejscia do poszukiwania czynnikéw
odgrywajacych wazng role w nasileniu autyzmu i towarzyszacych mu innych

dolegliwosciach.

Ze wzgledu na istotno$¢ problemu wystgpowania zaburzen ze spektrum autyzmu, a takze
zlozone 1 nie do konca poznane podloze tej choroby, poruszany w pracy problem i uzyskane

wyniki stanowig istotny wktad w poglebienie istniejacej wiedzy dotyczgcej ASD.
5. Podsumowanie i wnioski koricowe

Dysertacja doktorska mgr Pauliny Zebrowskiej-Rozanskiej zatytutowana ,,Analiza

mikrobioty jelitowej u dzieci z zaburzeniami ze spektrum autyzmu” spelnia warunki
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okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz.

1668 z pozn. zm.).

Uwzgledniajac warto§¢ merytoryczng ocenianej dysertacji doktorskiej uwazam, ze
stanowi ona osiagnigcie 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 Do§wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Pauliny Zebrowskiej-
Roézanskiej do dalszych etapéw postgpowania w Szkole Doktorskiej w sprawie nadania stopnia

doktora.

W zwigzku wysokg wartoscig merytoryczng pracy, bogactwem uzyskanych istotnych
wynikéw, kompleksowym podejéciem oraz walorem poznaweczym pracy doktorskiej Pani

Pauliny Zebrowskiej-Roézanskiej wnioskuje o jej wyrdznienie.
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