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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marceliny Joanny Pyclik
pt: ,,Charakterystyka wlasciwosci immunomodulujgcych B. longum spp. longum
CCM 7952 w leczeniu choréb o podlozu alergicznym”
wykonanej pod kierunkiem dr. hab. Sabiny Gorskiej, prof. [ITD PAN
w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej

Akademii Nauk we Wroctawiu

Podstawa Recenzji

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi uchwala Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu z dnia 15 czerwca 2023 r. oraz pismo Zastgpcy Dyrektora
ds. naukowych Instytutu, pani prof. dr hab. Jolanty Lukasiewicz z dnia
8 sierpnia 2023 r.

Recenzja sporzadzona zostata na podstawie przedtozonej rozprawy doktorskie;j.

Istota i ranga podje¢tego problemu badawczego

Choroby alergiczne uznane zostaly za choroby cywilizacyjne XX wieku. Prognozy
Europejskiej Akademii Alergologii i Immunologii Klinicznej przewiduja, ze w 2025 r.
ponad 50% mieszkancéw naszego kontynentu bedzie cierpie¢ na przynajmniej jeden typ
alergii, bez wzgledu na wiek, status spoleczny czy potozenie geograficzne.

Alergie¢ okresla si¢ jako zdolno$¢ organizmu do specyficznego i anormalnego reagowania
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na obcy bodziec. Istnieje kilka teorii wskazujacych jak dochodzi do rozwoju reakcji
alergicznej, ale jedng z glownych przyczyn moze by¢ dysbioza mikrobiologiczna.
Zasadne zatem wydaje si¢ prowadzenie badan nad zwigkszeniem réznorodnosci
mikrobioty, ktéra  stymuluje ksztaltowanie si¢  prawidlowej odpowiedzi
immunologicznej. Badania przedstawione w ocenianej pracy doktorskiej skupiajg si¢ na
okresleniu whasciwosci immunomodulujagcych wybranych szczepdéw bakterii z rodzaju
Bifidobacterium w terapii schorzen o podlozu alergicznym.

Biorgc powyzsze pod uwage wyboOr tematu dysertacji uznaj¢ za aktualny
i uzasadniony. Uwazam, ze podjeta tematyka ma istotne znaczenie z punktu widzenia

nauki i zdrowia publicznego.

Formalna ocena pracy

Rozprawa doktorska mgr inz. Marceliny Joanny Pyclik jest w formie monografii
napisanej w jezyku polskim, ze streszczeniem w jezyku angielskim.

Praca liczy 144 strony tekstu. Uktad pracy odpowiada zwyczajowo przyjetemu przy
pracach badawczych na stopien naukowy i zawiera nast¢pujgce czesci: spis skrétow,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki,
dyskusja, wnioski, literatura. Przeglad pi$miennictwa omoéwiony jest na 35 stronach,
materialy i metody na 17 stronach, a wyniki, dyskusja i wnioski na 40 stronach.
Taki uktad pracy jest prawidtowy i pozwala na klarowne przedstawienia wykonanych
badan.

Zamieszczony wykaz literatury zawiera 388 pozycji najnowszego pi$miennictwa
Swiatowego i zajmuje 23 strony. Aktualno$¢ cytowanej literatury nie budzi zastrzezen.
Tytul pracy — ,,Charakterystyka wlasciwoséci immunomodulujacych B. longum spp.
longum CCM 7952 w leczeniu chordb o podtozu alergicznym” odzwierciedla jej tresc,
cel i zakres prowadzonych badan. Nalezy podkresli¢, ze strona graficzna monografii
zostata przygotowana starannie.

Stwierdzam, ze praca spelnia wymagania formalne stawiane rozprawom

dysertacyjnym na stopien doktora.

Merytoryczna ocena pracy
Rozprawe doktorskg otwiera spis tresci, spis skrotdw oraz streszczenie w jezyku

polskim i angielskim (rozdziat 1-4). Wstep literaturowy (rozdziat 5) stanowi szczegétowe
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wprowadzenie do zagadnien podejmowanych w czesci eksperymentalnej i dobre
uzasadnienie wyboru tematyki dysertacji. W pierwszej czeSci wstgpu Doktorantka
dokonata charakterystyki alergii, klinicznych objawow i mechanizmu reakcji alergicznej
oraz metod leczenia alergii. Kolejna cze$¢ wprowadzenia zostala poswiecona bakteriom
z rodzaju Bifidobacterium, opisano ich role w rozwoju uktadu odpornosciowego,
wilasciwosci probiotyczne oraz antygeny powierzchniowe Bifidobacterium.

Przeglad pismiennictwa jest bardzo obszernym opracowaniem, zamieszczonym na
35 stronach, ktére zajmuje ok. 32% objetosci pracy, z wylaczeniem spisu literatury, rycin
i tabel oraz dorobku naukowego. W mojej opinii wprowadzenie do rozprawy stanowi
bardzo dobre i wyczerpujace wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskie;j,
a omowione zagadnienia sg zilustrowane przejrzystymi rycinami. Wskazuje to na duza
wiedze Autorki oraz gruntowng znajomo$é zagadnien zwigzanych z tematyka pracy
doktorskiej.

Cel pracy zostal przedstawiony w rozdziale nr. 6. Gtowny cel pracy zostat okreslony
jako okreslenie wlasciwoéci immunomodulujacych szezepu Bifidobacterium longum spp.
longum CCDM 7952 w terapii schorzen o podlozu alergicznym. Cel ten zostat
rozszerzony o podanie trzech celow czgstkowych, tj.: (1) Okreslenie in vitro profilu
cytokinowego jaki indukujg szczepy Bifidobacterium z wykorzystaniem szeregu linii
komorek immunologicznych i nablonkowych oraz splenocytow uzyskanych od myszy
uwrazliwionych na owoalbuming (OVA); (2) Okreslenie mozliwosci wykorzystania
wybranego szczepu Bifidobacterium w leczeniu alergii wziewnej z wykorzystaniem
mysiego modelu alergii wziewnej indukowanej OVA z uwzglednieniem wplywu
termicznej inaktywacji bakterii; (3) Okreslenie wiasciwosci immunomodelujacych
antygendéw powierzchniowych wybranego szczepu Bifidobacterium, ktére mogg by¢
odpowiedzialne za obserwowane wlasciwosci biologiczne. Nie mam zastrzezen
merytorycznych do sformulowanych celow, ale brakuje mi okreslenia hipotez
badawczych i zakresu badan, ktére mogg by¢ konsekwentnie weryfikowane w wyniku
realizacji pracy.

Rozdziat 7 w dysertacji przedstawia metodologi¢ badan, ktéra zawiera dane
dotyczace materialdéw badawczych, doktadny opis eksperymentéw, zastosowanych

metod analitycznych i statystycznej analizy wynikéw badan. Na uwage zastuguje
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zaprezentowanie wielu informacji w formie czytelnych tabel, ryciny oraz klarowne
i bardzo doktadne przedstawienie opisu metod badawczych.

W rozdziale 8 szczegb6towo opisano uzyskane wyniki, ktére zaprezentowano gtéwnie
na rycinach, w postaci $rednich arytmetycznych z zaznaczeniem standardowego bledu
pomiaru (SEM) oraz analizowanych rdéznic statystycznych. Stanowi to rzetelng
dokumentacje przeprowadzonych eksperymentéw i analiz. Kazde zagadnienie badawcze
zostalo przedstawione w osobnym rozdziale co nadaje pracy przejrzysto$¢ i utatwia jej
czytanie. Pierwszy podrozdzial opisywanych wynikéw dotyczyl charakterystyki
wilasciwosci fizykochemicznych szczepow Bifidobacterium, tj.: wielko$¢ i tadunek
komorek zywych i termicznie inaktywowanych oraz przezywalnosci komorek w PBS
w temperaturze 4°C. Dla wigkszo$ci komorek badanych szczepoéw stwierdzono obnizenie
przezywalnos$ci komorek bifidobacterii w PBS po 48 godzinnej inkubacji, za wyjatkiem
szczepu Bifidobacterium animalis CCDM 218 (skr6t w pracy Ban 218), ktory
w temperaturze 4°C zwiekszyt swojg liczebnos¢ o rzad wielkosci. Jak Doktorantka moze
si¢ do tego odnie$¢, prosze o krotki komentarz podczas obrony. Nastgpnie Doktorantka
bardzo doktadnie opisala wyniki badan dotyczace charakterystyki wlasciwosci
immunomodulujacych termicznie inaktywowanych szczepdw Bifidobacterium, w tym:
wptyw bifidobakterii na komorki uktadu odpornosciowego, pochtanianie bifidobakterii
przez komorki nabtonka oraz przekazanie ich komérkom prezentujacym antygen oraz
badanie roli receptoréw TLR i NOD w rozpoznawaniu bifidobakterii. Za szczegdlnie
interesujgce i wazne z punku widzenia naukowego uwazam badania in vivo okreslajace
wilasciwosci immunomodulujace szczepu Bifidobacterium longum spp. longum CCM
7952 w mysim modelu alergii indukowanym owoalbuming oraz okreslenie wlasciwosci
immunomodulujgcych wybranych antygenéw powierzchniowych. Jako Recenzent mam
pytanie. Gdzie zostaly przeprowadzone badania in vivo na myszach BALB/c i jaki byt
udziat Doktorantki w tych badaniach?

Wazng czgécig rozprawy jest przeprowadzona na 12 stronach Dyskusja (rozdziat 9),
w ktérym oméwione zostaly uzyskane wyniki w oparciu o 86 pozycji literaturowych.
Doktorantka dokonata klarownego podsumowania otrzymanych wynikéw i poroéwnala je
uzyskanymi przez innych autoréw, co $wiadczy o dojrzatos$ci naukowej i umiejegtnosci

krytycznego spojrzenia na pozyskane wyniki.
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Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka prawidtowo sformutowata cztery
whioski. Swiadcza one o realizacji wyznaczonego celu badan.

Oceniana rozprawa doktorska zostala przygotowana starannie pod wzglgdem
merytorycznym i edytorskim, jednakze z obowigzku recenzenta podaje kilka drobnych
bledow, na ktore zwrocitam uwage podcezas czytania pracy:

— W pracy stosowane jest stare nazewnictwo w odniesieniu do  bakterii.
Obowigzujace od 2021 r. nowe nazwy taksonomiczne mozna sprawdzi¢ na stronie
https:lpsn.dsmz.de.

— Bledne uzycie nazwy ,,Lactobacillus”. Zgodnie z wytycznymi przedstawionymi
w pracy Zheng i wsp 2020 (10.1099/ijsem.0.004107) bakterie nalezace do dawnego
Lactobacillus (przed 2020 r.) powinny by¢ okreslane jako ,,lactobacilli”.

— Niewtasciwie sformutowany tytulow rozdzialu 8.4. oraz 8.5.

— Brak podania niektorych skrotéw w spisie.

Powyzsze uwagi majg jedynie charakter dyskusyjny lub porzadkowy i nie
umniejszajg w moim poczuciu duzej wartosci przedstawionej mi do oceny rozprawy

doktorskiej mgr inz. Marceliny Joanny Pyclik.

Podsumowujac, pragng podkreslié, ze poruszana w dysertacji tematyka jest aktualna
i wazna. Wykonane badania i przeprowadzone analiza materiatu empirycznego swiadczg
o tym, ze Doktorantka wykazata si¢ umiej¢tnosciami prawidtowego planowania,
realizowania badan, kompleksowym i analitycznym podejsciem do rozwigzywanego
problemu. Zakres badan byt szeroki, a jego wykonanie pracochtonne. Realizacja badan
wykonanych przez Doktorantke $wiadczy o Jej dobrym przygotowaniu do prowadzenia
badan w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych. Uwazam, ze oceniana dysertacja
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i posiada istotng wartos$é
poznawcza.

Wartym podkreslenia jest rowniez catosciowy dorobek naukowy mgr inz. Marceliny
Joanny Pyclik, kt()fy obejmuje: 8 publikacji (wszystkie o wysokim wspolczynniku
oddziatywania Impact Factor), 3 patenty, 12 prezentacji ustnych na konferencjach
naukowych. Ponadto brata udzial 6 projektach badawczych (w jednym z nich pehita
funkcje¢ kierownika), odbyta 5 stazy naukowych i pigciokrotnie zostala nagradzana

otrzymujac odpowiednie stypendia.
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Whiosek koncowy

Podsumowujac swojg ocene stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Marceliny  Joanny  Pyclik  zatytulowana  ,,Charakterystyka  wiasciwosci
immunomodulujgcych B. longum spp. longum CCM 7952 w leczeniu choréb o podlozu
alergicznym” spelnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.)
i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto majgc na uwadze wysokie walory merytoryczne pracy

oraz analizy i interpretacji uzyskanych wynikéw badan, wnioskuje o wyrdznienie.
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