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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Katarzyny Leszczynskiej-Nowak

pt. ,Modulacja wrodzonej odpowiedzi immunologicznej przez antygeny powierzchniowe
Bifidobacterium adolescentis CCDM 370”

Praca doktorska pani mgr Katarzyny Leszczynskiej-Nowak zostata wykonana w
Laboratorium Immunobiologii Mikrobiomu Zaktadu Mikrobiologii w Instytucie Immunologii i
Terapii Doswiadczalnejim. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk, a promotorkg pracy
jestdr hab. Sabina Gdérska, prof. Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej.

Jednym z tematéw badawczych, ktére w ostatnich latach wzbudzajg ogromne
zainteresowanie naukowcow z réznych dziedzin jest wptyw mikroflory jelitowej na
funkcjonowanie organizmu. Z jednej strony pytamy, jak mozna modyfikowa¢ mikroflore, aby
jak najlepiej nam stuzyta, z drugiej strony analizujemy wptyw poszczegolnych gatunkow i
szczepow bakteryjnych na caty metabolizm, na procesy nowotworzenia, na dziatanie uktadu
pokarmowego, dokrewnego czy mdzgu, a wreszcie na dziatanie uktadu odpornosciowego.
Era probiotykéw trwa, ale dzieki badaniom nad molekularnymi mechanizmami dziatania
poszczegdlnych zwigzkéw produkowanych i wydzielanych przez bakterie jelitowe czy
produkowanych przez te bakterie i wchodzgcych w sktad ich struktur, wkraczamy w ere
postbiotykdw. Zidentyfikowanie zwigzkdw, ktére odpowiadajg za pozgdane efekty wywierane
przez konkretne mikroorganizmy pozwoli na skuteczniejsze i precyzyjniejsze terapie.

W ten wtasnie nurt badan wpisuje sie praca doktorska pani mgr Katarzyny Leszczynskiej-
Nowak.

Celem pracy byto zbadanie czy szczep bakterii probiotycznych Bifidobacterium
adolescentis CCDM 370 oraz jego antygeny powierzchniowe majg potencjat terapeutyczny
w leczeniu alergii oddechowych. Temat bardzo wazny, rowniez ze wzgledu na stale rosngcg
liczbe pacjentow cierpigcych na alergie drég oddechowych, w tym astme.

Doktorantka wyizolowata z bakterii trzy typy zwigzkdéw: 1/ polisacharydy, ktére rozdzielita na
dwie frakcje, 2/ peptydoglikan i 3/ biatka powierzchniowe (okreslane dalej jako B.370).
Wstepna charakterystyka wtasnosci immunomodulujgcych tych grup zwigzkdéw pozwolita
na stwierdzenie, ze najciekawszg grupe stanowig biatka powierzchniowe i na biatkach
wtasnie Doktorantka skupita swojg uwage. W toku pracy pani mgr Leszczyhiska-Nowak
wykorzystata model myszy z alergicznym zapaleniem drég oddechowych wywotanym przez
owoalbumine. W doswiadczeniach in vitro zbadata wptyw preparatu B.370 na komorki
dendrytyczne i splenocyty izolowane z myszy uwrazliwionych owoalbuming, a w
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doswiadczeniach in vivo badata potencjat terapeutyczny tego preparatu
przeprowadzita réwniez badania nad wptywem B.370 na uktad odporne Wy myszy
wolnych od mikroorganizméw (germ-free) oraz podjeta prébe zbadania wplywu
Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 oraz biatek B.370 na inflamasom, '

——

I tu juz moja pierwsza watpliwo$é dotyczgca tytutu rozprawy (Modulacja wrodzonej

odpowiedziimmunologicznej przez antygeny powierzchniowe Bifidobacterium adolescentis
CCDM 370 - czy mozna bada¢ wptyw jakichkolwiek czynnikow na alergie poruszajac sie
jedynie w obszarze wrodzonej odpowiedzi immunologicznej? | druga watpliwos$¢ - czy
badania na modelu myszy wolnych od mikroorganizmdéw mozna okre$li¢ jako badania nad
wptywem biatek B.370 na rozwéj uktadu odpornosciowego? Wg mnie te badania pozwalajg
odpowiedzie¢ na pytanie, czy i jak uktad odpornosciowy myszy wolnych od
mikroorganizmdw odpowiada na biatka Bifidobacterium, ale nie — czy biatka te wptywajg na
rozwoj uktadu odpornosciowego.

Za najistotniejsze osiggniecia Doktorantki przedstawione w rozprawie uwazam:

1. Wykazanie, ze biatka B.370 aktywujg TLR2 i nie majg znaczacego wptywu na TLR4 i
NOD;

2. Wykazanie, ze aktywno$é biatek B.370 znaczaco redukuje aktywnosci uktadu
odpornosciowego nasilajgce alergie w mysim modelu alergii wziewnej indukowanej
OVA w doswiadczeniach in vivo i ex vivo;

3. Wykazanie, ze obserwowana aktywnos$é biatek B.370 nie wynika z hamowania
aktywnosci inflamasomu NLRP3.

Doswiadczenia zostaty dobrze zaplanowane, a Doktorantka wykorzystata w swojej
pracy wiele réznorodnych metod badawczych: biochemiczne, analityczne, metody z
obszaru biologii komérki i biologii molekularnej oraz — co zastuguje na szczegblne
podkreslenie —trudne i wymagajgce badania na Zwierzetach.

Dysertacja zawiera typowe rozdziaty, z ktorych najwazniejsze pokrétce omowie skupiajgc sie
na uwagach krytycznych.

Wstep:

We wstepie Doktorantka oméwita mechanizm powstawania alergii, wspdtczesne metody
leczenia alergii, badania nad wptywem bakterii probiotycznych na alergie wziewne ze
szczegolnym uwzglednieniem bakterii z rodzaju Bifidobacterium. Omdwita takze wyniki
najnowszych badan nad wptywem rozmaitych postbiotykéw na alergie z uwzglednieniem
mechanizmow dziatania tych produktow bakteryjnych. Sporo uwagi poswiecita budowie i
funkcjonowaniu inflamasomu NLRP3, jego roli w rozwoju chordb alergicznych uktadu
oddechowego, a takze mozliwosci wykorzystania inhibitoréw inflamasomu w terapiach
alergii. Ta cze$é pracy jest bardzo ciekawa i $wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki.
Zamieszczone ryciny sg znakomitym uzupetnieniem tekstu. Jedynie fragment dotyczgcy
fizjologicznej i patologicznej odpowiedzi uktadu odpornosciowego na potencjalne alergeny
cechuje sig, w mojej opinii, zbyt duzymi uproszczeniami.

Z drobnych uwag:




(i)  Wszystkie immunoglobuliny btonowe (w tym IgE) to biatka transbtonowe (choé z
krotkim fragmentem cytozolowym), a nie biatka powierzchniowe zakotwiczone w
btonie.

(i)  Od wielu lat zalecana nazwa dla cytokiny okreslanej poczatkowo jako TNF-beta to
limfotoksyna alfa.

(iii) Razi wyjasnienie skrétu NLRP3 w podpisie pod Rycing 2, szczegdlnie, ze jest to biatko
lezgce w centrum zainteresowan Doktorantki. Nazwa NLRP3, kt6rg nalezy ttumaczyé
jako biatko 3 rodziny NLR zawierajgce domene pirynowag, zostata przettumaczona jako
~domena pirynowa rodziny receptoréow NOD-podobnych zawierajgca 3”. Réwniez
ttumaczenie skrotu CARD jest nie do przyjecia. CARD to domena aktywujgca i
rekrutujgca kaspaze (caspase activating and recruiting domain). Autorka ttumaczy ten
skrot jako: domena rekrutacyjna dla asparaginianu cysteinylu (kaspazy). Kaspaza jest
proteazg cysteinowag hydrolizujgca wigzanie po reszcie Asp, ale absolutnie nie jest
asparaginianem cysteinylu!

(iv) Napoczatku wstepu Autorka pisze, ze na katar alergiczny cierpi 40% populacji ludzi na
Swiecie i cytuje prace dotyczaca alergii pokarmowych, w ktérej nie znalaztam takiej
informacji. W dalszej czesci Wstepu Autorka wraca do tematu i podaje bardziej
wiarygodng informacje, ze na alergiczny niezyt nosa cierpi ok. 100 miliondéw
Europejczykdw (co stanowi 13% populacji Europy — uwaga moja).

Materiaty i Metody:

Najwieksze moje zastrzezenia budzi analiza statystyczna. Autorka przy opisie dziewieciu
doswiadczen pisze: ,,Eksperyment wykonano w dwdch powtérzeniach biologicznych po dwa
powtdrzenia techniczne”, a wiec de facto Doktorantka miata w kazdym z tych doswiadczen
po dwa wyniki. We wszystkich tych doswiadczeniach przeprowadzita analize statystyczng
albo testem t, albo testem jednoczynnikowa ANOVA z testem Dunnetta. Testy te mozna
stosowac tylko wowczas, gdy nie ma duzych réznic pomiedzy wariancjami wynikéw w
badanych grupach i gdy wyniki w kazdej grupie maja rozktad normalny. Jesli mamy zaledwie
dwa wyniki, to nie da sie stwierdzi¢, czy rozktad jest normalny; natomiast przedstawione
wykresy pudetkowe pokazuja, ze w wielu przypadkach wariancje sa rézne. Teoretycznie
mozna, wykonujgc inne testy sprawdzié, czy réznice wariancji sg dopuszczalne, ale druga
przestanka i tak nie bytaby spetniona. Przy tak nielicznych wynikach wyznaczanie parametru
»P” nie ma sensu.

To nie znaczy, ze uzyskane wyniki nie sg wazne. To znaczy, ze w ich interpretacji nie mozna
opierac sie na wyznaczonym parametrze ,p” (w ogéle nie nalezy parametru ,p” wyznaczad).
Wydaje sie, ze analizujgc swoje wyniki Doktorantka wtasnie do wartosci ,,p” najczesciej sie
odwotuje, nie za$ do wielkosci réznic badanego parametru. Autorka pisze np. ,,Wynik
pokazat znaczgce podniesienie ekspresji genow rorc (** p < 0.01)” albo ,poziom ekspresji
kaspazy-1 zostat istotnie obnizony przez bakterie (p < 0.05)”, ale nie pisze czy poziom
transkryptu Rorc wzrést o 20%, dwukrotnie, czy dziesieciokrotnie, czy poziom CASP1 jest
nizszy o 10% czy o 90%. Parametr ,,p” nie Swiadczy o wielkosci zmiany. Mozemy mieé duzg
réznice miedzy wynikami bez istotnosci statystycznej (co wcale nie znaczy, ze tej réznicy nie
ma) lub matg réznice miedzy wynikami z duzg istotnoscig statystyczng (a np. bez zadne]
istotnosci biologicznej!). Oczywiscie, im wiecej niezaleznych powtdrzen eksperymentu, tym
wyniki sg bardziej przekonujace, bardziej wiarygodne.




Przy opisach wielu Rycin pojawia sie razgco btedne sformutowanie dotyczgce analizy
statystycznej - cytuje reprezentatywny przyktad: Wykonano niezalezny test t | obliczono
istotne réznice miedzy prébkami.... - tak Autorka opisuje parametr ,,p”.

W przypadku uzyskania nielicznych wynikéw najlepiej przedstawiad je w formie punktdw, tak
jak to Doktorantka uczynita dla analizy poziomu transkryptow na Ryc. 10F i 12F. Dobrze jest
w opisie kazdej ryciny odnie$¢ sie do statystyki i podaé informacije, z ilu niezaleznych
doswiadczen obliczono $rednig. Nie ma z kolei sensu pod kazda rycing powtarzanie
informacji, ze 4 gwiazdki oznaczajg p<0,0001, a trzy gwiazdki oznaczajg p<0,001, jesli na
wykresie mamy tylko dwie gwiazdki - podpis pod rycing ma wyjasnia¢ symbole istniejgce na
tej, konkretnej rycinie.

Dodatkowo, w rozdziale Materiaty i Metody Doktorantka podaje informacje, ze wyniki sg
przedstawiane jako $rednia arytmetyczna +/- btad standardowy $redniej (SEM). W opisie pod
rycinami widnieje jednak $rednia +/- odchylenie standardowe (SD). W rozdziale Materiaty i
Metody pani mgr Leszczynska-Nowak pisze, ze do analizy statystycznej uzywata testu —
cytuje -, Two-way ANOVA” natomiast w opisach pod Rycinami stwierdza, ze stosowata test
jednoczynnikowa ANOVA (one-way Anova).

Z metod doswiadczalnych najwieksze zastrzezenie budzi we mnie najprostsza metoda
zatytutowana ,,Badanie proliferacji komorek za pomoca testu SRB”, czyli test wykorzystujgcy
sulforodamine B.

Test zostat uzyty do oznaczania ilosci komérek THP-1 po ich zréznicowaniu do makrofagéw
przez PMA. Proliferacja tak zréznicowanych komérek jest ograniczona (cho¢ nie jestem
pewna, do jakiego stopnia w warunkach réznicowania zastosowanych przez Autorke). Testw
tym wypadku raczej nie bada proliferaciji lecz jest wykorzystany do badania cytotoksycznosci
albo bakterii, albo stosowanych preparatéw. Autorka pisze, ze test opiera sig na
kolorymetrycznym  oznaczeniu biatek w zywych komérkach eukariotycznych.
Sulforodamina B nie wnika do zywych komérek; jej stosowanie wymaga utrwalenia komorek
—poich utrwaleniu kwasem TCA (lub TFA) barwi wiec biatka zaréwno dotychczas zywych jak
i martwych komérek. Nie widze powodéw, dla ktérych sulforodamina B nie miataby barwié
rowniez utrwalonych komérek bakteryjnych. Stad wyniki oznaczenia zywotnosci komérek, w
tym komorek inkubowanych z duzg liczbg bakterii, kluczowe dla wnioskéw dotyczacych
inflamasomu, moga by¢ obarczone duzym btedem.

Autorka pisze, ze doswiadczenie prowadzita na ptytkach 96-dotkowych. W pewnym miejscu
opisu procedury pisze: ,do ptytek zawierajgcych po 200 ul/dotek pozywki dodano 200 ul
zimnego roztworu 20% kwasu trifluorooctowego (TFA)”. W dotkach klasycznej ptytki 96-
dotkowej miesci sig bezpiecznie maksymalnie 200 pl. Poniewaz w klasycznej metodzie SRB
stosuje sie 10% TCA, nie wiem, czy rzeczywiscie Autorka dodawata TFA do pozywki, tyle ze
miata mniejsze objetosci, czy tez najpierw usuwata pozywke a potem dodawata TFA. Jesli nie
usuwata pozywki i nie ptukata komérek PBS-em, to wyniki moga by¢ dodatkowo obarczone
btedem, gdyz réwniez biatka surowicy z pozywki, ktére oddziatujg z powierzchnig komadrek
THP-1, moga w mojej opinii, zaburza¢ wynik. W tego typu badaniach najbardziej miarodajne,
cho¢ pracochtonne, jest liczenie zywych komérek po ich uwolnieniu z podtoza.

W opisie metody Autorka stwierdza, ze komaorki THP-1 byty inkubowane z bakteriami w
ilosciach 107, 10® lub 10°pfu, w opisie Ryciny liczby sg inne: 108, 107 lub 108 pfu.

Opis metody RT-PCR jest niewystarczajacy, aby mieé pewnosc, ze uzyskane wyniki sg



miarodajne. Autorka nie podaje informacji o sekwencjach uzytych starterow. Rozumiem, ze
uzywata komercyjnie dostepnych starteréw. Tu tez mam pewng watpliwosc. Autorka podaje,
ze startery pochodzity z Promegi; na stronie tej firmy nie znajduje ani oferty konkretnych
starteréw, ani oferty przygotowania starteréw na zyczenie klienta. By¢ moze sekwencje
starteréw sg tajemnicg firmy, z ktorej zakupiono startery. Nalezato jednak sprawdzic¢, czy
startery amplifikujg jeden fragment DNA, czy w warunkach doswiadczenia nie powstaja
dimery starteréw, czy wydajno$¢ amplifikacji dla starteréw specyficznych wobec badanych
genow i wobec genu referencyjnego jest taka sama (tylko wtedy wyniki sg wiarygodne). Czy
zastosowany program termocyklera byt wystarczajacy do wydajnej amplifikacji — (skoro nie
znamy dtugos$ci powielanego fragmentu nie mozemy oszacowad, czy czas 15 s przewidziany
na wydtuzanie nici jest wystarczajgcy). Autorka nie podaje metody analizy poziomu
transkryptéw (AACt?). Pomijam to, ze zgodnie ze sztukg powinno si¢ analizowac¢ dwa rézne
geny referencyjne, przynajmniej poczgtkowo.

Wiekszo$é opiséw metod jest bardzo szczegdtowa, jesli chodzi o wykonywane czynnosci,
natomiast przy niektérych opisach brakuje waznych informacji. Na pochwate zastuguje to,
7e Doktorantka zawsze powotuje sie na prace, z ktérej pochodzi oryginalna metoda. Wedtug
mojej osobistej opinii, opis metod w wielu przypadkach jest zbyt szczegbtowy (oczywiscie to
nie moze byé zarzut). Natomiast niewtasciwe jest powtarzanie wielokrotnie tych samych
informacji. Na przyktad pewne fragmenty opisu hodowli, pasazu, liczenia komorek
powtarzajg sie dla kazdej stosowanej linii komdrkowej. Te informacje, ktore dotycza
wszystkich linii mozna byto napisacé jeden raz. Réwniez podstawowe informacje o hodowli
myszy sg niepotrzebnie skopiowane w czterech podrozdziatach dotyczgcych immunizacji
myszy, izolacji splenocytdw, izolacji komérek dendrytycznych i badania wptywu biatek B.370
na rozwdj alergii. Natomiast brakuje informacji, gdzie byty zakupione myszy, w tym myszy
wolne od mikroorganizmow. Autorka podkresla jedynie réznice w hodowli, natomiast nie
pisze nic o pochodzeniu zwierzat.

Uwagi do opisu metod:

Doswiadczenia nad aktywacjg receptoréow rozpoznajacych wzorce - Komorki
reporterowe powinny by¢ znacznie doktadniej opisane. Te linie sg w ofercie firmy Invivogen a
nie, jak podaje Autorka, Invitrogen. Wszystkie pozwalajg na tatwg oceng wykorzystywania
poszczegdlnych receptoréw rozpoznajacych wzorce, ale majg rézne systemy detekeiji.
Autorka powinna podaé handlowe nazwy uzywanych linii. Doktorantka btednie pisze, ze
genami reporterowymi w tych liniach sg IL-8 i NF-kB. Genami reporterowymi w niektorych
liniach jest SEAP (wydzielnicza forma alkalicznej fosfatazy), w innych lucyferaza, w innych
oba te geny pod promotorem genu IL-8 albo promotorem zawierajgcym miejsca wigzania
NF-kB/AP1. Poza tym, w opisie brak informacji o ilosci wysiewanych komoérek HEK293 i
czasie inkubacji z probkami.

Opis pasazowania komérek — brak informacji o ilosci komdrek wysiewanych po pasazu na
butelke hodowlang. Doktorantka pisze, ze wysiewata ,odpowiednig ilo$¢”; powinna by¢
bardziej precyzyjna i podaé albo liczbe komérek albo jakg cze$¢ komdrek zebranych z jednej
butelki wysiewata na kolejng butelke — 1/3, 1/5, 1/107?

Brakuje opisu doswiadczenia wptywu bakterii zywych i inaktywowanych termicznie na
splenocyty. Nie wiadomo, jak zostat przeprowadzony ten eksperyment, ile dodawano
komorek bakteryjnych, ani tez jak dtugo inkubowano splenocyty z bakteriami.

Opis izolacji i stymulacji splenocytéow ogranicza sie do splenocytow myszy BALB/c
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uwrazliwianych owoalbuming. Brakuje informacji, czy doktadnie tak samo postepowano w
modelu myszy wolnych od mikroorganizmdw. Przy opisie znajdujemy informacje, ze
splenocyty stymulowano polisacharydami (PS) peptydoglikanem (PG) i tajemniczym SPL
(nigdzie nie ma rozwiniecia tego skrétu); brak wzmianki o biatkach B.370.

Niewystarczajgco doktadny opis oznaczania IgE - czy byta sporzgdzana krzywa
kalibracyjna, czy tez byto to oznaczenie wzglednego poziomu IgE? Autorka nie podaje
warunkow reakeji wykrywajgcej heksoaminidaze - brak informacji o stezeniu substratu i
czasie reakcji. Nawiasem mowigc, to nie substrat jest fluoroforem, jak pisze Autorka, tylko
produkt reakcji prowadzonej przez heksoaminidaze.

Opis oznaczania IgA przy uzyciu testu Mouse IgA ELISA Quantitation Set jest niejasny.
Sadze, ze w opisie zamiast ,,przeciwciata IgA” powinno by¢ ,przeciwciata anty-1gA”; brakuje
informaciji, jakie objetosci surowicy i BALF naktadano, czy prébki byty rozciericzone czy nie.
Jakich przeciwciat sprzegnietych z HRP uzywano?

Oznaczanie IL-1B. Dlaczego Autorka mierzyta absorbancje przy dwéch dtugosciach fali (juz
po dodaniu kwasu siarkowego)?

Ocena histopatologiczna ptuc. Brak informaciji, ile preparatéw, z ilu myszy, oraz ile pél
widzenia analizowano w obrgbie jednego preparatu. Jak wybierano pola widzenia?

Btedny opis doswiadczenia nad wptywem biatek B.370 na aktywno$é inflamasomu. Z
opisu wynika, ze komorki najpierw poddano dziataniu bakterii, biatek powierzchniowych,
specyficznego inhibitora NLRP3 MCC950 przez 4 i 24 godziny, a dopiero pdZniej
stymulowano komorki LPS-em i dziatano na nie nigerycyng. Opis dos$wiadczenia
zaprezentowany w Wynikach podaje odwrotng kolejnosé.

W opisie w Materiatach i Metodach czytamy, ze sprawdzono aktywno$é nie tylko biatek, ale
takze peptydoglikanu i polisacharydéw na aktywnos$é inflamasomu. Wyniki prezentujg
jedynie dane dotyczgce bakterii i biatek.

Wirowanie: Autorka podaje parametry wirowania albo jako wielokrotno$é g (prawidtowo),
albo jako obroty na minute (nieprawidtowo). Ten drugi sposéb nie okresla jednoznacznie sity
dziatajgcej na komérki czy czgsteczki, gdyz ta zalezy od wielko$ci rotora.

Adjuwant: Autorka podaje, ze jako adjuwant stosowata sole aluminium z firmy Serva. Po
polsku pierwiastek odpowiadajgcy angielskiemu aluminum to glin; jedynym adiuwantem na
bazie glinu sprzedawanym przez firme Serva jest Alum-Gel-S, ktéry jest wodorotlenkiem
glinu.

Hodowla zawiesinowa: Przy opisie hodowli zawiesinowe] Autorka stwierdza: ,,Komarki
pasazowano, gdy osiggnety 70-80% zarosniecia objetosci medium w butelce hodowlanej
(konfluencja)”. Nie wiem, jak mozna oszacowaé procent zaro$niecia objetosci medium.
Gdyby komarki zajmowaty 70-80% objeto$ci medium, to nie przezytyby w konwencjonalne;j
butelce hodowlanej. Nie mozna stosowac terminu ,konfluencja” do okreslania gestosci
hodowli.

Opis techniki Western blotting: zamiast ,5% roztwér mleka w TBST” powinno byé ,5%
roztwor mleka w proszku w TBST”

Izolacja RNA: W opisie czytamy ,Nastepnie do kazdej prébki dodano 1 ul 50 mM
(ThermoScientific, USA) i inkubowano ....” Nie wiadomo czego dodano!



PBS to nie jest bufor fosforanowy tylko sél fizjologiczna buforowana fosforanami.

Wyniki:

Ponizej przedstawiam moje uwagi krytyczne do poszczegélnych doswiadczen i sposobu
ich prezentacji:

1. Badanie wptywu szczepu Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 na synteze cytokin
przez splenocyty (Ryc. 3). W opisie wynikéw dobrze bytoby pokazac¢ wptyw bakterii na
morfologige splenocytéw — czy inkubacja z bakteriami nie prowadzi do $mierci komérek,
co wptywatoby na poziom syntezy cytokin, a zatem ich stezenie w pozywce. Czy bakterie
w tych warunkach przezywajg? ging? namnazajg sig?

2. Badanie wptywu biatek B.370 na parametry analizowane w ptucach charakteryzujgce
alergie w modelu alergii wziewnej indukowanej OVA (Ryc. 10). Autorka pisze, ze liczba
komorek produkujgcych $luz byta mniejsza w ptucach myszy, ktérym oprécz OVA
podano biatka B.370; w rozdziale Materiaty i Metody jest podany opis barwienia PAS - tu
oczekiwatabym danych liczbowych. Czy prawidtowe jest sformutowanie sugerujace, ze
cytokiny, ktorych poziom mierzono w BALF, to cytokiny produkowane przez komorki
ptuc? Podpis do Ryc. 10E: ,Komérki ptuc wyizolowano z myszy traktowanych OVA i
biatkami B.370, a nastgpnie ponownie stymulowano alergenem (OVA)” jest niezgodny z
opisem w rozdziale Materiaty i Metody, gdzie czytamy, Zze stezenie cytokin mierzono w
BALF. Ta sama watpliwos¢ dotyczy oznaczania stezenia cytokin produkowanych przez
»Komorki ptuc” myszy wolnych od mikroorganizméw (Ryc. 12E oraz tekst opisujgcy
doswiadczenie). Nigdzie w sekcji Materiaty i Metody nie ma opisu izolacji komérek z ptuc,
ani tez opisu hodowli komdrek wyizolowanych z BALF.

3. Badanie wptywu biatek B.370 na parametry analizowane w surowicy i w hodowli
splenocytow (Ryc. 11). Autorka stwierdza, ze biatka B.370 ,,majg tendencje do obnizania
produkcji IFNy w poréwnaniu z kontrolg”. Wynik przedstawiony na Ryc. 11 nie wspiera
tego stwierdzenia. Mediana poziomu IFNy w grupie OVA jest ponad dwukrotnie nizsza
niz w grupie myszy, ktérym podano biatka B.370. Wynik dotyczacy IFNy jest nietypowy;
szkoda, ze nie przedstawiono punktéw obrazujgcych wyniki dla kazdej myszy oddzielnie,
tak jak to uczynita Autorka np. dla badania ekspresji genéw kodujgcych czynniki
transkrypcyjne. W kazdym razie wynik nie uprawnia do stwierdzenia, Zze biatka B.370
»Majg tendencje do obnizania produkcji IFNy”. Nie jest tez jasne, w oparciu o jakg liczbe
wynikéw zostaty sporzgdzone wykresy na Ryc. 10i 11. W zadnym miejscu pracy Autorka
nie podaje, jak liczne byty badane grupy, ile myszy byto analizowanych. Z Ryc. 10F
wynika, ze doswiadczenie przeprowadzono na grupach 5 i 6 myszy; natomiast w
rozdziale Materiaty i Metody Doktorantka pisze, ze analiza obejmuje dwa niezalezne
dos$wiadczenia - czy to znaczy, ze do analizy wzieto materiat z dwéch myszy z kazdej
grupy? (to samo pytanie dotyczy doswiadczen na myszach wolnych od
mikroorganizmoéw).



Nie jest jasne dlaczego w przypadku doswiadczen nad wptywem biatek B.370 na myszy
uwrazliwiane OVA i na myszy wolne od mikroorganizmow badano inne zestawy cytokin.

. Autorka podsumowujgc wyniki badan na myszach wolnych od mikroorganizmow pisze,
ze biatka B.370 nie indukujg znacznej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Czy ten
whniosek broni sie, jesli weZzmiemy pod uwage ponad dziesieciokrotny wzrost poziomu
TNF, IL-6 i MIP-10. wydzielanych przez splenocyty? Ciekawe bytoby réwniez sprawdzenie,
czy w surowicy myszy wykrywa sie przeciwciata specyficzne wobec biatek B.370.

. CotojestIgG-FC? Rowniez w Dyskusji pojawia sig taki skrot.

Rycina 14. Jesli, jak pisze Autorka ,,Wyniki pokazano jako Srednia = SD i wyrazono jako
stosunek procentowy pomigdzy probkami a ,,Medium” czyli komdrkami hodowanymi w
czystym medium bez stymulacji” to stupkom dotyczagcym ,medium” powinna
odpowiadac wartosc¢ 100%, a nie, jak widzimy na wykresie, wartosci ok. 115 i 105%.

Doswiadczenia dotyczace potencjalnego wptywu bakterii oraz biatek B.370 na
dziatanie inflamasomu wywotuja u mnie najwiece] sceptycyzmu. Pierwszy
eksperyment polegat na okresleniu wptywu bakterii i biatek na zywotno$é komoérek THP-
1 zréznicowanych do makrofagéw. Wedtug mnie, o czym pisatam poprzednio,
zastosowany test nie jest w tym wypadku miarodajny. Watpliwo$¢ Doktorantki powinny
budzi¢ wyniki, w ktérych dodanie bakterii do komodrek eukariotycznych powoduje
wyrazny wzrost sygnatu. Pani mgr Leszczynska-Nowak uczestniczyta w badaniach, w
ktérych wykazano hamujacy wptyw wysokich dawek Bifidobacterium na proliferacje
komorek eukariotycznych, a wigc byta swiadoma tego, ze wysokie dawki bakterii maja
negatywny wptyw na komorki eukariotyczne. W przypadku komodrek THP-1, ktére po
zroéznicowaniu stabo proliferuja, brak obnizenia sygnatu w tescie, ktéry mierzy poziom
biatek zaréwno w zywych, jak i martwych komdrkach, nie oznacza braku negatywnego
wptywu bakterii na komorki THP-1. Ale taki wtasnie wniosek (brak wptywu) wyciggneta
Doktorantka z tego do$wiadczenia i na jego bazie interpretowata kolejny wynik. Wyrazne
obnizenie poziomu IL-1B w pozywce z hodowli THP-1 w obecnosci 108 bakterii (Rye. 15)
interpretuje jako wynik zahamowania aktywnosci inflamasomu. Przede wszystkim
wycigganie wniosku o poziomie aktywnosci inflamasomu na podstawie jedynie pomiaru
poziomu IL-1B8 w medium jest nieuprawnione. Jesli by doszto do zahamowania syntezy IL-
1B, a nie dosztoby do zahamowania syntezy i sktadania biatek inflamasomu, to
inflamasom bytby aktywny, a poziom IL-1B w pozywce bytby niski. Dla mnie
zastanawiajgce jest rowniez to, ze przy krétszym czasie inkubacji dawka bakterii 107 nie
ma zadnego wptywu na poziom Il-1B, natomiast dawka 108 maksymalnie obniza poziom
IL-1 B (w stopniu takim jak inhibitor NLRP3).

Wyniki przedstawione na Rycinie 16 nie wspierajg wniosku, ze bakterie hamujg
aktywnos¢ inflamasomu. Tak przedstawione wyniki w ogéle nie pozwalajg na ich
rzetelng interpretacje.



Zaczne od samego niejasnego przedstawienia wynikow:

(i) Nie rozumiem, dlaczego Autorka zastosowata tutaj wykresy skrzypcowe (violin
charts). Wykresy tego typu stosuje sie przy duzej liczbie wynikéw i wowczas, gdy
chcemy pokazaé dystrybucje wielu punktéw doswiadczalnych. Wykresy na rycinie
16A przedstawiajg wyniki uzyskane technikag western blotting. W rozdziale Metody
Autorka stwierdza, Ze przeprowadzita dwa niezalezne doswiadczenia tg technika. Na
wykresie powinna mie¢ zatem dwa punkty, ew. $rednig zdwéch wartosci. Taka liczba
wynikéw nie daje w ogéle mozliwosci przedstawienia ich na wykresie skrzypcowym.

(i) Wykresy naRys. 16Ai16B to wgopisu osi OY i wg podpisu pod Rycing wynik stosunku
wykrytej ilosci poszczegdlnych biatek (lub poziomu mRNA) do ilosci B-aktyny (lub
mRNA B-aktyny). Jakie znaczenie fizyczne ma warto$é ,zero” przypisana prébce
kontrolnej? Jakie fizyczne znaczenie majg wartosci ujemne? Przy takich wykresach
interpretowanie przedstawionych danych jest niemozliwe.

(iii) Rozumiem, ze zamystem Autorki byto zbadanie czy bakterie i pochodzace z nich
biatka powierzchniowe hamujg aktywacje inflamasomu. Obnizony poziom IL-18 w
pozywce (obserwowany w poprzednim do$wiadczeniu) moze (cho¢ nie musi)
$wiadczyé o obnizonej aktywacji inflamasomu. Mozna to zbadac technikg western
blotting analizujgc stosunek sygnatdéw prokaspazy-1 do kaspazy-1 oraz stosunek
sygnatéw pro-IL1B do IL-1B. Rycina 16C przedstawia jedynie wycinki blotow bez
podania mas czgsteczkowych rozdzielonych w pierwszej $ciezce standardow. Na
podstawie tego obrazu nie mozna wyciagng¢ zadnych wnioskéw, bo widac jedynie
po jednym prazku dla kazdego biatka i nawet nie wiadomo czy prgzki odpowiadaja
dojrzatym biatkom czy probiatkom. Wydaje sig, ze Autorka przeprowadzajgc analizg
western blotting w ogdle nie miata takiego zamystu, aby analizowa¢ stosunek
dojrzatych biatek do probiatek. Z tego co pisze, wynika, ze interesowat ja jedynie
poziom analizowanych biatek w komdrkach. Ale bez obrazu catego blotu trudno tez
orzec czy synteza tych biatek jest zahamowana w jakiejkolwiek grupie, gdyz aby to
stwierdzié, nalezatoby dodaé sygnaty pochodzgce od probiatka i dojrzatego biatka.
Oczywiscie jesli uzyte przeciwciata wykrywajg tylko fragment odpowiadajgcy
domenie pro, to na blocie bedzie widoczna tylko forma ,,pro” i wzrost sygnatu bedzie
$wiadczyt wéwczas o zahamowaniu aktywnosci inflamasomu. Ale czytelnik tego nie
wie. Pani mgr Leszczyriska-Nowk nie rozwaza réwniez tego, ze jesli w pozywce po
zahamowaniu aktywnosci inflamasomu jest nizsze stezenie IL-1B, to w komdrkach
nalezatoby sie spodziewaé wyzszego stezenia tej cytokiny (jej proformy). Jezeli
obnizeniu ulega ekspresja genu IL-18, to jej brak w pozywce nie wynika z
zahamowania dziatania inflamasomu, tylko niskiej ekspresji cytokiny.

(iv) Dla funkcjonowania inflamasomu znaczenie moze mie¢ poziom biatka kaspazy-1, a
nie poziom mRNA. A wiec jesli Autorka nie widzi réznic w poziomie biatka kaspazy-1,
nie powinna wyciaggac¢ wniosku, ze bakterie hamujg aktywnos$¢ inflamasomu przez
wptyw na ekspresje genu kodujgcego kaspaze-1 (i w Wynikach i w Dyskusji).

(v) Poziom transkryptu dla kaspazy 1 jest identyczny w prébkach z komorek
inkubowanych z bakteriami jak i z komédrek inkubowanych z biatkami. Dlaczego
Autorka uznaje jeden z tych wynikéw za wazny a drugi za niewazny?



Drobne uwagi do opisu doswiadczen poswieconych aktywnosci inflamasomu NLRP3:

(i) Autorka komentuje wynik eksperymentu dotyczgcego potencjalnego wptywu biatek
B.370 na aktywnosc¢ inflamasomu nastepujaco: ,Niestety, biatka powierzchniowe
B.370 nie powodowaty obniZzenia poziomu produkowanej IL-1B.” Uzycie stowa
sniestety” jest nieprofesjonalne. Jednoznaczna odpowiedz na zadane naukowe
pytanie, a takg Doktorantka uzyskata, powinno by¢ dla Niej w petni
satysfakcjonujgce.

(i) Autorka pisze, odnoszgc sie do IL-1p, kaspazy i NLRP3, ze: ,Biatka te zostaty wybrane,
poniewaz sg kluczowymi elementami budujgcymi inflamasom NLRP3
zapewniajgcymi mu funkcjonalnosc”. IL-1B nie buduje inflamasomu - jest produktem
jego dziatania na pro-I1L-1B.

9. Tytuty rycin powinny by¢ bardziej precyzyjne. Powinny informowac o istocie badan, ktore
obrazujg. Czyli raczej: Wptyw bakterii Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 i biatek
B.370 na funkcje uktadu odpornosciowego w modelu alergii wziewnej indukowanej OVA”
zamiast ,Wyniki z mysiego modelu alergii wziewnej indukowanej OVA”. Kazda Rycina
powinna mieé odrgbny tytut. W tej pracy Ryciny 10 i 11 oraz Ryciny 12 i 13 majg takie
same tytuty. Kazda Rycina powinna miec¢ gtéwny tytut—tu Rycina 14 ma jedynie podtytuty
dla Ryc. 14Ai 14B. Réwniez podtytuty powinny by¢ bardziej informatywne (np. Ryc. 10C -
nalezato wspomnieé¢, ze ocenie podlegat stan zapalny w przestrzeniach
okotooskrzelowych i okotonaczyniowych).

Drobne uwagi do podpiséw pod Rycinami:

Ryc. 6 (i takze 16C) — Autorka powinna zaznaczy¢ masy czagsteczkowe biatek w
standardzie wielkosci biatek. Ryc. 8 — Podpis osi OY - powinien byé po poltsku!

Dyskusja jest napisana w sposob poprawny, cho¢ miejscami Autorka nie unikneta
sformutowan tendencyjnych. Ktadzie nacisk na te wyniki pochodzace z innych grup
badawczych, ktére wspierajg jej wnioski. Przyktadem takiego podejscia jest odniesienie sie
do funkgji IL-10 w kontekscie alergii. Innym przyktadem takiego podejscia jest podkreslenie
roli IL-12 w indukcji réznicowana limfocytéw w kierunku Th1. Autorka pisze ,,Cytokina IL-
12p70 indukuje réZznicowanie limfocytow Th1 poprzez aktywacje czynnika transkrypcyjnego
STAT” ale nie pisze ktorego. Mamy 6 czynnikdw STAT. Cytowane prace wskazujg na STAT4. Ale
Doktorantka zdaje sobie sprawe z tego, ze STAT4 moze by¢ istotny takze dla réznicowania
limfocytéw Th2, bo w innym miejscu cytuje publikacje na ten temat.

Informacje natematroli IL-6 i TNF sg bardzo wybidrcze, w nieuprawniony sposéb uogdélnione
i bardzo sptycone. Trzy cytowane prace dotyczgce roli TNF-u sg sprzed 20, 30 35 lat!

W niektérych miejscach brakuje pogtebionej dyskusji. Przyktadowo: Autorka
podsumowujgc wyniki dotyczace ekspresji gendw czynnikdéw transkrypcyjnych powtarza
informacje o tym, ze zwigkszona ekspresja Rorc zwigzana jest z réznicowaniem limfocytow
Th17, a ekspresja Tbx21 jest istotna dla Th1, natomiast nie pisze, jakie to ma znaczenie dla
alergii; co na przyktad wynika ze wzrostu populacji Th17 dla alergii?

Nie rozumiem sformutowania: Mechanizm dziatania probiotykéw ..... jest ....wyjasniany
poprzez ich zdolnos¢ do ................ zwiekszenia stosunku cytokin takich jak IL-4, IL-10/IFN-
v, czy Treg/TGF-B — tu nalezato jasno wskaza¢ na stosunek konkretnych cytokin do
konkretnych cytokin, natomiast Doktorantka bezrefleksyjnie przekopiowata fragment ze
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streszczenia cytowanej pracy.

Stwierdzenie w Dyskusji ,/stnieje wysokie prawdopodobieristwo, Ze podanie bakterii
probiotycznych wptywa takze na aktywnosc inflamasomu, co skutkuje zmniejszeniem stanu
zapalnego drog oddechowych i tagodzeniem objawdéw choroby alergicznej” — w $wietle
badan Autorki i cytowanej przez nig literatury jest nieuprawnione, jest na wyrost.

W  Dyskusji, w mojej opinii, brakuje rozwazan na temat réznorodnosci biatek
powierzchniowych bakterii Bifidobacterium adolescentis. Autorka w swojej pracy traktuje
badany preparat biatkowy jako co$ jednorodnego, niepodzielnego —ito jest w porzgdku. Ale
warto byto w podsumowaniu pracy zauwazy¢, ze ten preparat, w sktad ktérego wchodzi
wiele biatek, moze zawiera¢ biatka o rdéznych aktywnosciach - czasem nawet
przeciwstawnych. Mozna by sie pokusi¢ w kolejnych badaniach o dalsze frakcjonowanie
tego preparatu i analize aktywnos$ci pojedynczych biatek, a w tej pracy przedyskutowaé
potencjalne aktywnos$ci znanych juz dzi§ biatek powierzchniowych Bifidobacterium
adolescentis.

Uwagi dotyczace jezyka:

W recenzowanej pracy niestety napotkatam liczne btedy stylistyczne, terminologiczne,
literowe, interpunkcyjne, ktére utrudniaja czytanie pracy. Podaje gar$é przyktadéw:

1. We fragmencie streszczajgcym uzyskanie peptydoglikanu: ,,.Z bakterii uzyskano $ciane
komorkows, ktérg nastepnie oczyszczono za pomocg enzymoéw oraz dializowano”. To nie
$ciang komorkowg oczyszczono i dializowano tylko peptydoglikan oczyszczono dzieki
strawieniu pozostatych sktadnikéw $ciany przez enzymy, a nastepnie preparat
peptydoglikanu dializowano.

2. Przy opisie izolacji RNA czytamy zdanie dotyczace prébek: ,zmierzono im stezenie oraz

 stosunek A260/230 i A260/280 w spektrofotometrze.”  Prawidtowo bytoby: w
spektrofotometrze zmierzono absorbancje probek przy dtugosciach fali swiatta 230,
260 i 280 nm, co pozwolito na oznaczenie stezenia RNA oraz oszacowanie czystosci
preparatow.

3. Podpis pod Rycing 9. ,,Mysie BM-DC stymulowano PBS (kontrola negatywna) oraz biatka
powierzchniowe w stezeniu 20 pg/ml”. Nie mozna powiedzie¢, ze komérki stymulowano
PBS-em. W innym miejscu Autorka stymuluje komorki inhibitorem inflamasomu.
W jezyku polskim odmieniamy rzeczowniki i przymiotniki przez przypadki: ,biatkami
powierzchniowymi” albo ,,preparatem biatek powierzchniowych”.

4. W podpisie pod Ryc. 10 czytamy: ,Catkowity i swoisty dla OVA poziom przeciwciat IgA”.
Poziom nie jest swoisty. To przeciwciata moga by¢ swoiste.

5. .Ekspresja genéw mierzonych w mRNA” - to zupetnie btedne sformutowanie -
dodatkowo Autorka nie mierzy ekspresji gendw; mierzy wzgledny poziom mRNA.

6. Inne sformutowanie ,poddano analizie odpowiedZ systemowsa, ktérg mierzono w
surowicy krwi” —w surowicy nie mierzy sie odpowiedzi — mierzy sie rézne parametry, na
podstawie ktérych mozna wnioskowac o odpowiedzi.

7. ,naiwny uktad odpornosciowy” to btedne sformutowanie. Prawidtowo: wrodzony uktad
odpornosciowy.
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Sformutowanie ,,wywotanie inflamasomu”, ktérego Autorka uzywa w rozdziale ,Wyniki”
nie jest wtasciwe. Mozna mowic o aktywacji NLRP3, lub jesli Autorka chce sig odwotywad
do dwéch sktadowych tej aktywacji, to moze moéwié o aktywacji transkrypcji sktadnikéw
NLRP3 i sktadania inflamasomu.

Ze zdania ,,Badania dotyczgce wptywu bakterii probiotycznych na rozwéj alergii wskazuja
na korzystne dziatanie bakterii kwasu mlekowego na zmniejszenie infiltracji komdrek,
tagodzgc w ten sposob stany zapalne i uszkodzenia tkanek.” wynika, ze badania tagodza
stany zapalne.

Fluorescencji nie wzbudza sig falg tylko wzbudza sie Swiattem o danej dtugosci fali.

Nie naktada si¢ na ptytke krzywej standardowej tylko prébki, ktére postuzg do
wykreslenia krzywej standardowej; nie $cigga sie supernatantéw ze stymulacji tylko
pobiera pozywke (medium) znad stymulowanych komdrek; nie wykonuje sie metody
izolacji tylko po prostu izoluje sie.

POCHP to przewlekta obturacyjna a nie obstrukcyjna choroba ptuc.
Przeciwciata sg sprzegniete a nie sprzezone z enzymem czy fluoroforem.

Lista skrotéw: niektore skroty sg zbedne, np. DNA czy ATP, czy skréty, ktére pojawiajg sie
w pracy jeden raz. Niektére skrdty sg btednie przettumaczone na jezyk polski: np.
BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3 to ,podjednostka 3 kompleksu
zawierajgcego BRCA1/BRCA2”, a nie ,podjednostka ztozona zawierajgca
BRCA1/BRCA2”. Btednie wyjasnione sa skréty CARD i NF-kB. GINA, to po polsku
Swiatowa Inicjatywa na Rzecz Zwalczania Astmy, a nie ,globalna inicjatywa dotyczaca
astmy”. WT to skrot od wild type a nie od white type.

Jednostka Dalton to jednostka masy czgsteczkowej a nie masy. A wiec powinno byé
wyizolowano biatka 0 masach czasteczkowych (a nie tylko masach) w zakresie 10 - 190
kDa.

Niektore uzywane przez Doktorantke stowa to zargon laboratoryjny, np. falkony czy
probowki eppendorf — lepiej napisa¢ probowki o objetosci 15 czy 50 ml oraz
mikroprobowki.

Uzywanie sformutowania ,komorki traktowane czyms” albo ,nietraktowane czyms” - to
anglicyzm, ale chyba walka z tym akurat sformutowaniem jest juz przegrana.

.Istniejg bardzo sztywne zasady zapisu nazw gendéw i biatek, rézne dla réznych gatunkow.

Geny cztowieka zapisujemy kursywg, konkretnym akronimem przypisanym temu genowi,
a w akronimie wszystkie litery sg duze. Geny mysie zapisujemy kursywa, konkretnym
akronimem przypisanym temu genowi, a w akronimie pierwsza litera jest duza a
pozostate mate. W taki sam sposdb zapisujemy transkrypty. A wiec w swojej pracy
Doktorantka powinna zapisac geny nastepujgco: Tbx21, Foxp3, Rorc oraz NLRP3, CASP1,
IL1B.

W jezyku polskim nazwiska podlegajg odmianie — zatem powinna byé ,,metoda Koby”
(twdrca metody to pan Marcin Koba) a takze ,,skrawki byty oceniane przez 2 niezaleznych
specjalistéw: Dagmar Srutkova i Tomasa Hudcovica.

Skrotowce uzywane w jezyku polskim podlegajg odmianie. Nie tylko mozna, ale nalezy
odmienia¢ HEPES, PBS, TNF itd. stosujac odpowiedni zapis czyli z tgcznikiem i koricowka
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fleksyjng: w PBS-ie, HEPES-em, o TNF-ie. Autorka czasem nie stosuje odmiany
skrotowcow, czasem stosuje z btednym zapisem, a czasem stosuje prawidtowy zapis.

- Przy cytowaniu autoréw prac w tek$cie Autorka uzywa skrétu ,,wspdtp.” na okreslenie
wspotpracownikéw. Zgodnie z wytycznymi Stownika Jezyka Polskiego PWN skrét od
wspotpracownik i wspétpracownicy to ,wsp.”

22.Skroty jednostek w literaturze naukowej. Autorka w wielu przypadkach nie stosuje
skrotow: np. pisze cate stowa godziny, minuty, sekundy. W niektérych przypadkach
stosuje skrot godz. W tekstach naukowych, a takim jest rozprawa doktorska, powinno sie
stosowac przyjete skroty jednostek miar. Skrétami dla jednostek czasu: sg litera ,,h”, min,
litera ,,s”. Pod koniec dysertacji pojawia sie skrot ,,h”.

23. Miedzy liczbg a znakiem % nie powinno byé odstepu.

24. W kilku miejscach pojawia sie btedna odmiana stowa ,,eozynofile”, sporadycznie takze
»nautrofile”. Dopetniacz Im. to eozynofili i neutrofili (lub réwnouprawnione eozynofiléw i
neutrofilow) a nie eozynofilii i neutrofilii (ten btad kreuje Word; trzeba byé czujnym).

Podsumowujac:

Przedstawiona do oceny Rozprawa Doktorska pani mgr Katarzyny Leszczynskiej-Nowak to
monografia naukowa, w ktorej Doktorantka zaprezentowata duzg wiedze teoretyczng z
tematyki zwigzanej z podjetym wazkim problemem naukowym w dyscyplinie nauki
biologiczne. W dysertacji przedstawita réwniez wyniki wtasnych badan stanowigce
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Praca doktorska zawiera streszczenie w
jezyku angielskim.

Zatem, mimo przedstawionych uwag krytycznych:

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Leszczynskiej-Nowak spetnia
warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2024 . poz. 1571 z pdZn. zm.) oraz wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.
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