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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Agnieszki Sroki-Oleksiak
pt. ,,Badanie flory bakteryjnej odcinka dwunastniczego u pacjentéw z otyloscia

oraz cukrzyca typu 2 i otyloscig z zastosowaniem sekwencjonowania nowej generacji”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Sroki-Oleksiak
dotyczy niezmiernie waznego i aktualnego zagadnienia, jakim jest potencjalna rola mikroflory
przewodu pokarmowego w etiopatogenezie niektérych choréb u ludzi. Od dawna znane sg liczne
funkcje, jakie petni mikrobiota fizjologiczna w utrzymaniu stanu zdrowia cztowieka, obecnie
Jednak coraz wigcej danych w literaturze naukowej wskazuje na role jakosciowych i ilosciowych
zmian w skladzie mikrobioty w wywolywaniu wielu choréb. Wigkszos¢ publikacii dotyczy
mikroflory jelita grubego, natomiast doniesienia naukowe odnoszace sie do proksymalnego
odcinka przewodu pokarmowego sg na §wiecie stosunkowo nieliczne, a w Polsce brak jest dotad
publikacji na temat tego typu badan. W recenzowanej rozprawie Doktorantka poddata badaniom
metagenomicznym mikroflore obecng w prébkach biopsyjnych dwunastnicy, pobranych od
pacjentow z otytoscig, z cukrzycg typu 2 i otylo$cig oraz od 0s6b zdrowych.

Przedstawiona do recenzji dysertacja doktorska ma uklad typowy dla tego typu
opracowan naukowych i zawiera 136 stron, w tym 13 tabel, 39 rycin oraz 3 zalgczniki. Prace
cechuje bardzo bogata szata graficzna w postaci licznych kolorowych rycin autorstwa
Doktorantki, ktére w sposéb wyjatkowo przejrzysty ilustruja tematyke bedaca przedmiotem
rozprawy oraz zasade eksperymentéw przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej.
Umieszczenie na kazdej stronie dysertacji tytutu danego rozdziatu ulatwia lekture rozprawy.

W rozdziale ,,Wstgp” Doktorantka zawarta obszerny rys historyczny oraz opis aktualnego
stanu wiedzy w zakresie identyfikacji drobnoustrojow metodami molekularnymi, w tym
technikami sekwencjonowania drugiej i trzeciej generacji. Duza cze$é wstepu  stanowi
charakterystyka mikrobioty jelitowej — jej sktad gatunkowy w zaleznosci od odcinka przewodu
pokarmowego i dostgpnosci tlenu oraz rola w organizmie gospodarza. Zgodnie z tematem

rozprawy doktorskiej, Autorka szczegotowo opisata potencjalne mechanizmy udziatu bakterii
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w etiopatogenezie otylosci i cukrzycy typu 2, a takze operacyjne metody leczenia tych schorzen
(tzw. chirurgia metaboliczna).

W rozdziale ,,Zalozenia i cele pracy” Doktorantka jako cel gldwny podjetych badan
naukowych okreslita dokonanie analizy sktadu mikroflory blony $luzowej dwunastnicy w trzech
grupach — u pacjentow z otyloscia, u oséb z otytoscig i cukrzyca typu 2 oraz w grupie o0séb
zdrowych. Doktorantka sformulowata ponadto 4 szczegdlowe cele badawcze: opracowanie
1 standaryzacj¢ metody amplifikacji, zwigkszenie czulo$ci i swoistosci tej metody poprzez
zaprojektowanie dodatkowej pary starterow, poréwnanie miedzy w/w grupami danych
jakosciowych i ilosciowych uzyskanych w trakcie sekwencjonowania, a takze zestawienie tych
danych z wybranymi parametrami metabolizmu glukozy i lipidéw oraz z wiekiem pacjenta
1 wskaznikiem masy ciala.

Rozdziat ,Material” zawiera kryteria wlaczenia pacjentéw do w/w grup lub ich
wykluczenia, rodzaj pobieranych probek materiatu biologicznego i sposéb ich przechowywania
do czasu wykonania badann molekulamych, a takze zakres badan laboratoryjnych krwi pacjentéw
biorgcych udzial w badaniu. Istnieje jednak niezgodno$¢ w zakresie gornej granicy wieku osob
objetych badaniem — w tabeli 2 zostala ona okreslona jako 70 lat, natomiast wsréd kryteriow
wykluczenia podany jest wiek >75 roku zycia. Konieczne jest tez sprecyzowanie liczby
pacjentdw, ktorzy wzieli udzial w badaniu — Doktorantka podala, ze zakwalifikowano tacznie 86
pacjentow (str. 43), jednak liczba 0séb w poszczegdlnych grupach (17 pacjentdéw z otytoscia, 22
osoby z otyloscig i cukrzyca typu 2 oraz 27 zdrowych oséb w grupie kontrolnej) wskazuje, ze
byto ich w sumie 66 (takze ryc. 34, str. 81). W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorantka
zaznaczyla, ze z przyczyn od Niej niezaleznych nie bylo mozliwe zbadanie mikrobioty w
probkach katu pacjentow przed zabiegiem bariatrycznym, jak réwniez w bioptatach dwunastnicy
1 w probkach katu pobranych 6 tygodni po operacji.

W rozdziale ,Metody” Doktorantka podata szczegdélowy opis zastosowanych technik
badawczych, co swiadczy o ich bieglej znajomosci przez Autorke rozprawy W formie tabeli
podane sg bufory i odczynniki zastosowane w trakcie badan. W dalszej czesci tego rozdziatu
Doktorantka opisala zasady bioinformatycznej analizy danych uzyskanych w wyniku
sekwencjonowania oraz zastosowane testy statystyczne. W tekscie tego rozdzialu sa bledy
wymagajace korekty edytorskiej, np. ,,pomiaru stezenia badanych probek” (str. 46), co nalezy
rozumie¢ jako ,,pomiaru stezenia DNA w badanych probkach” oraz uzywania terminu ,,ilo$ci”
zamiast ,liczby”, np. cykli. Wskazane byloby ujednolicenie pisowni metody nested-PCR (takze
w innych rozdzialach rozprawy). Nalezy zmieni¢ numeracje rycin 14, 15 i 16, by odpowiadala

kolejnosci, w jakiej sg odnosniki do tych rycin w tekscie (str. 55: kolejno 16, 14, a nastepnie 15).



Rozdzial ,,Wyniki” zostal podzielony na 7 podrozdziatéw, co utatwia analize danych
uzyskanych w trakcie szerokiego zakresu badan wykonanych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej. Rozdzial ten jest bardzo bogato zilustrowany przez Doktorantke, co przyczynia sie
do przejrzystego przedstawienia uzyskanych wynikéw. Uwazam jednak, ze niewlasciwe jest
uzywanie przez Autorke w tekscie rozprawy w jezyku polskim — stow w jezyku angielskim, bez
ich wyrdznienia (w cudzyslowie lub kursywg); szczegolnie czesto dotyczy to stéw control oraz
obese (np. tabela 6, rycina 25, str. 80-86 i wiele innych), a takze stowa index (z odmiang przez
przypadki — indexem, indexu) — zamiast stowa indeks lub wskaznik. Nalezy tez zaznaczy¢, ze
zgodnie z obowigzujgcymi zasadami nazwy rodzin powinny by¢ pisane kursywa (np. str. 83, 85 i
inne).

W rozdziale ,,Dyskusja” Autorka rozprawy zawarta bardzo ciekawe zestawienie wynikow
badan wiasnych z doniesieniami w literaturze naukowej. Doktorantka zaznaczyla, Ze niniejsza
rozprawa jest pierwszym w Polsce doniesieniem o skladzie mikrobioty blony Sluzowe;j
dwunastnicy u pacjentéw z otyloscig oraz z cukrzyca typu 2 i otyloscia. Swiadczy to
o nowatorskim charakterze recenzowanej pracy. Jednocze$nie Autorka rozprawy zwraca uwage
na trudnosci techniczne zwigzane z wykonywaniem tych badan, co moze wptyna¢ na ich czulosé
1 swoistos¢, a takze na koniecznos¢ wyboru odpowiedniego oprogramowania do analizy
bioinformatycznej uzyskanych danych. W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorantka wskazuje na
potencjalne mozliwosci modyfikacji mikrobioty cztowieka (w tym mikroflory proksymalnego
odcinka przewodu pokarmowego) w terapii i/lub profilaktyce otylosci oraz cukrzycy typu 2.
Szczegblnie interesujace sg rozwazania na temat potencjalnej patogennej roli gatunkow
uznawanych dotad za Srodowiskowe oraz koniecznosci uwzglednienia w dalszych analizach
frakcji  bakterii aktywnych metabolicznie w stosunku do catkowitej liczby bakterii
wystepujgcych w przewodzie pokarmowym. Doktorantka zwraca tez uwage na mozliwosé
kontaminacji odczynnikow stosowanych w badaniach metagenomicznych, co moze powodowac
brak spojnosci wynikéw uzyskiwanych w roznych laboratoriach oraz ryzyko sformutowania
bigdnych wnioskéw. Rozwazania te swiadcza o dojrzatosci Doktorantki w zakresie planowania
1 prowadzenia prac naukowych oraz wlasciwe;j interpretacji uzyskanych wynikow.

Doktorantka sformulowala w rozprawie 7 wnioskéw, odpowiadajacych gtéwnemu celowi
1 szczegblowym celom badawczym zalozonym w tej pracy. Szczegdlnie ciekawe jest wykazanie
przez Autorke rozprawy dodatniej korelacji miedzy liczebnoscia bakterii z rodzaju
Bifidobacterium ze stezeniem HDL u pacjentéw z otyloscig i cukrzyca typu 2, co zdaniem
Doktorantki moze w przyszlosci stanowi¢ rodzaj biomarkera zaburzen skladu mikrobioty

przewodu pokarmowego u tych chorych.



Rozdzial , Literatura” zawiera spis pismiennictwa obejmujacy 164 pozycje wedhug
kolejnosci cytowania w tekscie. Doktorantka odpowiednio dobrata literature dotyczaca niniejszej
rozprawy i wlasciwie zacytowala poszczegblne publikacje w rozdziatach , Wstep” oraz
,»Dyskusja”. Znaczng czgs$¢ pismiennictwa stanowia publikacje z ostatnich 5 lat (2014 — 2018).
Rozdzial ten wymaga korekty edytorskiej zapisu niektorych pozycji literatury.

Wsrdd zalgeznikow umieszezonych na koncu rozprawy znajduje si¢ pozytywna opinia
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie w sprawie przeprowadzenia
wnioskowanych badan, Karta Pacjenta (opracowana na potrzeby niniejszych badan) oraz
szczegdlowy wykaz bakterii wykrytych w badanych prébkach.

Z obowiagzku recenzenta zmuszona jestem zaznaczyé, ze lekture rozprawy utrudnia
niewlasciwe zastosowanie w tekscie znakow interpunkcyjnych, jak réwniez zauwazytam bledy
literowe i stylistyczne. Oczywiscie powyzsze uwagi nie maja wptywu na warto$¢ merytoryczna
dysertacji, jednak podczas przygotowywania publikacji opartych na niniejszej rozprawie
doktorskiej nalezy dokona¢ poprawek edytorskich.

Podsumowujgc, przedstawiona do recenzji rozprawe doktorskg Pani mgr Agnieszki
Sroki-Oleksiak oceniam pod wzgledem merytorycznym bardzo wysoko. Temat pracy
doktorskiej zostat jasno okreslony i wnikliwie opracowany przy uzyciu nowoczesnych technik
badawczych. Uzyskane wyniki stanowig wazny wklad w zakresie poznania potencjalnej
patogennej roli mikrobioty dwunastnicy.

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr
Agnieszki Sroki-Oleksiak spelnia wszystkie kryteria i ustawowe wymogi, jakim powinna
odpowiada¢ praca na stopien doktora nauk medycznych. Zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium Medicum w Krakowie
o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Sroki-Oleksiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
oraz 0 wyroznienie niniejszej pracy doktorskiej ze wzgledu na innowacyjno$é podjetego tematu

i jego wnikliwe opracowanie przy uzyciu nowoczesnych technik badawczych.
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