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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Pecyny pt. ,,Charakterystyka i okreslenie roli
elementu bakteryjnego mikrobiomu jelit w etiologii jelita drazliwego z zastosowaniem
. sekwencjonowania 16S rRNA” wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii
Farmaceutycznej, Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. med. Marzeny Gajeckiej
oraz promotora pomocniczego - dr n. med. Doroty Nowak-Malczewskiej.

Podstawa wykonania recenzji

Podstawa wykonania recenzji rozprawy doktorskiej byto pismo Kanclerza Kolegium
Nauk Farmaceutycznych prof. dr hab. Judyty Cieleckiej-Piontek z dnia 28.02.2022 roku
wystosowane zgodnie z uchwata nr 17/2022 Kapituty Kolegium Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, z dnia 25. 02.2022 r.
Przewdd doktorski prowadzony jest w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w
dyscyplinie nauk farmaceutycznych.

Ogdlna charakterystyka rozprawy

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska jest oprawionym wydrukiem
komputerowym formatu A4 liczacym 206 ponumerowanych stron. Ukfad pracy jest typowy
dla dysertacji doktorskich i sktada sie z 6 rozdziatdéw gtéwnych i rozdziatu ze spisem
pi$miennictwa, obejmujgcego 283 pozycji literaturowych, krajowych i zagranicznych.
Pismiennictwo jest uporzagdkowane wedtug kolejnosci cytowania. Podkresli¢ nalezy bogaty
materiat dokumentacyjny wynikéw badan, na ktéry sktadajg sie tabele w liczbie 23 oraz 21
rycin. Pozostate 9 tabel i 4 ryciny stanowig graficzne przedstawienie treéci zawartych we
Wstepie i Metodach pracy. Ponadto, zamieszczone na wstepie dysertacji, wykaz uzywanych
skrotow stosowanych w pracy, oraz na koricu wykazy tabel i rycin organizujg poruszanie sie
po poszczegoblnych czesciach pracy. W recenzowanej pracy zamieszczono takze streszczenie
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w j. polskim i angielskim oraz Zataczniki zawierajgce, m. in. dokumentacje Uchwat zgody
Komisji Bioetycznej na prowadzone badania z udziatem pacjentow i zdrowych uczestnikow,
wzor kwestionariusza KomPAN i ankiet dla pacjentéw, czy surowe dane izolatéw DNA i
wyniki analiz statystycznych. Dotaczony do dysertacji opis aktywnosci naukowej Doktorantki
przyblizyt jej wizerunek jako juz doswiadczonego badacza. Badania prowadzone w ramach
rozprawy doktorskiej byty finansowane ze $rodkéw pozyskanych przez panig mgr Pauline
Pacyne, kierownika projektu, z Narodowego Centrum Nauki z projektu PRELUDIUM (Grant
Nr: UMO-2016/21/N/NZ5/01423. Opiekunem projektu byta Pani promotor, prof. Marzena
Gajecka.

Ocena merytoryczna rozprawy

Zainteresowanie badaczy oraz liczba publikacji naukowych dotyczacych struktury oraz
roli mikrobioty jelitowej w ksztattowaniu zdrowia cztowieka, a takze wystepowania dysbiozy
jelitowej w rozmaitych jednostkach chorobowych w ostatnich latach nabraty bardzo
szybkiego tempa i rozmiaréw. Obecnie wiadomo, ze mikrobiota jelitowa nie uczestniczy
wylgcznie w procesach zwigzanych z trawieniem i wchtanianiem substancji pokarmowych,
lecz prawidtowa struktura ilosciowa i jakosciowa mikrobioty (okreslana jako stan eubiozy)
wspiera homeostaze catego organizmu, ksztattujgc odpornosé, metabolizm i synteze wielu
zwigzkéw chemicznych, aktywnych biologicznie. Sktad mikrobioty jelitowej jest wysoce
podatny na zmiany pod wptywem roéznych czynnikéw przede wszystkim srodowiskowych,
takich jak dieta, stosowanie lekéw, w tym antybiotykdéw, stosowanie probiotykéw, jak
réwniez czynnikow demograficznych oraz genetycznych. Wielu badaczy nie moze oprzec sie
wrazeniu, ze wiele nieodkrytych, niewyjasnionych mechanizméw patogenezy choréb z
natury nieinfekcyjnych jest $cisle zwigzana ze zmianami w strukturze jakosciowe;j i ilosciowe;j
mikrobioty cztowieka ze szczegélnym wskazaniem na mikrobiote jelit. Przetom w badaniach
nad mikrobiomem cztowieka pojawit sie wraz z wdrozeniem technik sekwencjonowania
kwaséw nukleinowych nowej generacji, dzieki ktérym zdobylismy mozliwosc
kompleksowego identyfikowania wszystkich mikroorganizméw  wystepujgcych w
heterogennych prébkach zaréwno tych drobnoustrojéw hodowlanych jak i tych, ktérych nie
potrafimy hodowac z uzyciem znanych technik mikrobiologii tradycyjnej. Dlatego tematyka
rozprawy doktorskiej pani mgr Pauliny Pecyny wpisuje sie w ten ogdélnoswiatowy trend
naukowy. Przedstawiona praca w bardzo wyrainy sposdb pokazuje zaréwno mozliwosci,
korzysci stosowanej metody, ale réwniez i trudnosci i putapki, ktére pojawiaja sie w analizie
oraz interpretacji wynikéw dotyczacych znaczenia tego wcigz nie do kornca zfozumiaiego, ale
fascynujgcego "organu" ludzkiego ciata.

Bioragc pod uwage ogrom danych pojawiajacych sie w dostepnych bazach na temat
mikrobioty jelit godna podkreslenia jest umiejetnos¢ Autorki wyboru do Wstepu pracy
informacji taczacych sie scisle z zadanym tematem i w sposoéb ptynny i lekki wprowadzanie
czytelnika od ogdlnych do szczegdtowych zagadnien dotyczacych bezposrednio sktadu i roli
mikrobioty jelit, w tym jej wptywu na funkcjonowanie uktadu immunologicznego. Autorka
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réwniez przybliza czytelnikowi metode genetyczng wykorzystang w analizie mikrobioty
pochodzacej z prébek klinicznych. Wsréd technicznych opiséw zwigzanych z zaletami i
wadami analizowanych fragmentéw DNA oraz sposobdw interpretacji uzyskanych danych
brakuje mi opisu samej techniki sekwencjonowania nowej generacji zastosowanej w
urzadzeniach firmy Illlumina. W nastepnym podrozdziale krotko zostata opisana jednostka
chorobowa, ktérej poswiecona jest uwaga Doktorantki. W ogdlnej ocenie Wstep jest
napisany w sposob przejrzysty i poprawnym jezykiem. Prezentowana jest aktualna wiedza
zgodnie z wytyczonym celem pracy, ktora jest potwierdzona wtasciwym cytowaniem
pismiennictwa.

Gtownym kierunkiem zawartych w pracy doktorskiej zainteresowan badawczych Pani
mgr Pauliny Pecyny byta identyfikacja i analiza bakteryjnej struktury mikrobiomu jelit
pacjentow z zespotem jelita drazliwego i poréwnanie z takimi samymi wynikami uzyskanymi
dla oséb bez dolegliwosci zotgdkowo-jelitowych. Ciekawym pomystem byto dotaczenie do
badan analizy wplywu spozywanych produktow mlecznych na mikrobiom jelitowy na
podstawie danych uzyskanych z ankiet wypetnionych przez pacjentow.

Posrednim celem pracy byta analiza réznic w sktadzie mikrobioty jelit u pacjentéw ze
wzgledu na typ jednostki chorobowej oraz z uwagi na pte¢ w grupie pacjentéw i grupy
kontrolnej. Biorgc pod uwage podkreslany wptyw wieku na sktad mikrobioty cztowieka oraz
dos¢ duzy zakres wieku pacjentéw wiaczonych do badan - 18-70 roku zycia, zastanawia mnie
dlaczego ten czynnik nie zostat wigczony do analiz. Wszystkie badania uzyskaty akceptacje
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.
Swiadoma zgode uzyskano od wszystkich uczestnikéw objetych badaniami.

Zatozone cele Doktorantka realizowata etapowo stosujgc zaawansowane metody
genetyczne. Metoda sekwencjonowania nowej generacji umozliwita przeprowadzenie
doktadnych badarn ztozonych spofecznosci mikroorganizméw wystepujacych w prébkach i
analize wynikow na réznych poziomach taksonomicznych. Nalezy podkresli¢, ze mimo faktu,
ze badania z uzyciem NGS byly wykonane we wspétpracy naukowej w Zaktadzie Genetyki
Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w ramach realizacji projektu
PRELUDIUM, Doktorantka w sposéb precyzyjny i jasny przedstawita wszystkie metody
badawcze, ktore zostaty dobrze wyjasnione w sposéb przystepny i logiczny wskazujac na
wystarczajagcg wiedze do osiggniecia celéw badawczych. Wszystkie analizy bioinformatyczne
zostaty przeprowadzone prawidtowo z wykorzystaniem odpowiednich narzedzi. Duiym
wyzwaniem jakim postawita sobie Doktorantka byto przeprowadzenie szeregu analiz
poréwnawczych czestosci wystepowania wariantow  sekwencji amplikonéw
zidentyfikowanych na réznych poziomach taksonomicznych.

Wszystkie wyniki poddano réwniez analizie statystycznej, polegajacej w wiekszosci
eksperymentéw na ustalaniu relacji miedzy zmiennymi przy pomocy testow
nieparametrycznych ANOVA rang Kruskala-Wallisa oraz testéw post-hoc. Analize danych
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uzyskanych z ankiet przeprowadzono z uzyciem odpowiednich narzedzi eksploracyjnej
analizy danych.

Wyniki rozprawy zostaly zaprezentowane w przejrzystej analizie wynikow badan
mikrobioty na siedmiu poziomach taksonomicznych, przedstawionych w dokumentacji
tabelarycznej i na wykresach, co pozwolito na stopniowe zwiekszanie zréznicowania
identyfikowanych wariantéw amplikonéw. Jednoczesnie na wszystkich poziomach
przeprowadzona zostata statystyczna analiza porownawcza dla grup IBS i kontrolnej, jak
rowniez z podziatem ze wzgledu na pteé. Znowu pojawia sie pytanie dlaczego nie wtgczono
analizy dla réinych grup wiekowych. Dotgczenie badan ankietowych zwigzanych z dietg
mleczng u badanych uczestnikéw zdecydowanie zwieksza wartos¢ poznawczg prowadzonych
badan.

Dyskusja rozprawy przedstawia Autorke jako dojrzatego naukoweca, ktdry umiejetnie
dyskutuje wifasne uzyskane wyniki z danymi prezentowanymi przez innych autoréw.
Doktorantka potrafi krytycznie i odwaznie skonfrontowaé wtasng interpretacje z czesto
odmiennymi wynikami innych badai. Dobér prac poddanych dyskusji jest dokonany w
przemyslany i trafny sposéb. Doktorantka zdaje sobie sprawe z zalet, ale réwniez i
ograniczen zastosowanych metod badawczych, co wyrazita w podsumowaniu stwierdzajac,
ze uzyskane wyniki moga jedynie "wskazac¢ kierunek badan mikrobioty jelit, w poszukiwaniu
bardziej szczegétowych informac;ji".

Rozprawa doktorska jest zakonczona czterema bardzo wywazonymi wnioskami.
Autorka zwraca uwage na najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy. Podkresla ona
wystepowanie réznic w strukturze bakteryjnego mikrobiomu jelit u pacjentéw z IBS w
porownaniu do grupy kontrolnej, wskazujac na wieksze zréznicowanie w grupie chorych.
Przedstawione wyniki réwniez potwierdzity fakt wiekszego zréinicowania mikrobioty u
kobiet w poréwnaniu do mezczyzn.

Badania wfasne Doktorantka zaplanowata dobrze i systematycznie zrealizowata,
a uzyskane wyniki omoéwione sg w sposéb prawidiowy. PiSmiennictwo jest dobrane
odpowiednio, w przewazajacej czesci pochodzace z ostatnich lat. Jest to gtéwnie literatura
fachowa, anglojezyczna, publikowana w znanych, liczacych sie czasopismach. Jej
wykorzystanie w pracy, zarébwno we wstepie, jak i w dyskusji, Swiadczy
0 umiejetnosci korzystania z zasobow pisSmiennictwa naukowego oraz o dobrym
tematycznym rozeznaniu.

Catosciowa ocena wartosci naukowej i wnioski koricowe recenzji

Pragne podkresli¢, iz wartos¢ merytoryczna niniejszej rozprawy doktorskiej jest
bardzo wysoka. Pani mgr Paulina Pecyna skutecznie opanowata umiejetnos¢ planowania, a
nastepnie sukcesywnej realizacji badan naukowych. Wykazata petne zrozumienie zagadnien
teoretycznych z zakresu tematu, znajomos¢é zastosowanych metod badawczych oraz potrafi
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merytorycznie zinterpretowacé uzyskane wyniki, podsumowac i krytycznie omoéwié¢ wyniki
wtasne w odniesieniu do publikacji innych autoréw. Uwazam, ze koricowe wnioski w petni
wyptywajg z otrzymanych wynikéw i analiz tworzgc powigzang i logiczng cato$¢. Podjecie
przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i niezwykle
wazne zarowno pod wzgledem poznawczym jak i praktycznym, wpisujace sie w
ogélnoswiatowa potrzebe kontynuacji badan nad znaczeniem mikrobioty nie tylko w
utrzymaniu homeostazy w organizmie cztowieka, ale réwniez jako mozliwego czynnika
wskazujgcego lub/i wptywajgcego na rozwdj chordb, takze tych nieinfekcyjnych. Pozwala to
na stwierdzenie, ze oceniana rozprawa stanowi niematy wktad do rozwoju badan w zakresie
poszukiwania powigzania struktury mikrobioty z rozwojem zespotu jelita drazliwego.

Whioski koricowe

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne i
merytoryczne stawiane w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach tytule w zakresie sztuki (z dn. 14 marca 2003 r. z pdZniejszymi zmianami). Na tej
podstawie wnioskuje do Kanclerza Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu o przyjecie niniejszej rozprawy i
dopuszczenie mgr Pauliny Pecyny do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto w
osobnym wniosku postuluje o wyrdinienie niniejszej rozprawy doktorskiej.

dr hab. n. farm. Izabela Korona- Glowniak
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