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Biatystok, 02-09-2025
Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Katarzyny Leszczynskiej-Nowak pt. ,Modulacja wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej przez antygeny powierzchniowe Bifidobacterium adolescentis
CCDM 370" wykonanej pod kierunkiem Pani Profesor dr hab. Sabiny Gorskiej
w Laboratorium [Immunobiologii Mikrobiomu Zaktadu Mikrobiologii Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu.

Praca dotyczy poszukiwania substancji modulujgcych odpowiedz immunologiczng
0 dziataniu przeciwalergicznym, obecnych w komoérkach bakterii Bifidobacterium
adolescentis CCDM 370. Bifidobakterie wykazujg specyficzne dla szczepu zdolnosci
do indukowania produkcji cytokin. Sg réwniez Zrédiem ligandéw angazujgcych
migdzy innymi receptory TLR2 i NOD2. Pospolicie wystepujg w mikrobiomie
jelitowym cziowieka i uczestniczg w utrzymaniu prawidtowej funkcji bariery jelitowe;j,
przebiegu stanu zapalnego, a takze funkcji OUN. Wytwarzajg takze korzystne
zwigzki, takie jak krotkotarnicuchowe kwasy ttuszczowe. Drobnoustréj ten oferuje
szereg korzysci zdrowotnych, szczegodlnie tych zaleznych od prawidiowej funkcii
bariery sluzowkowej jelit i przebiegu procesé6w metabolicznych. Szacuje sie, ze
na swiecie na alergie cierpi co najmniej 30% populacji, a liczba chorych z tego
powodu stale wzrasta. Z tego tez wzgledu, badania podstawowe majgce na celu
identyfikacje substancji o dziataniu przeciwalergicznym, ktére mogg pomoéc
w rozwoju nowych metod terapeutycznych i ich wdrozeniu sg bardzo istotne.
Przetomem w ich opracowaniu moze by¢ identyfikacja naturalnych antygenéw
bakteryjnych drobnoustrojéw mikrobiomu ewolucyjnie zwigzanych z rozwojem
i dojrzewaniem uktadu immunologicznego czlowieka. W zwigzku z powyzszym,
wybor tematu rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Leszczynskiej-Nowak nalezy
uznac¢ za niezmiernie wazny.



Rozprawa doktorska liczy 105 stron i obejmuje: spis skrétow, streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim), wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki i ich omdwienie,
dyskusje, wnioski, wykaz cytowanego piSmiennictwa, spis rycin i wykaz dorobku
naukowego Doktorantki. PiSmiennictwo wykorzystane w tekscie rozprawy obejmuje
132 pozycje, z ktérych znaczna cze$¢ zostata opublikowana po 2020 roku.

W rozdziale ,Wstep”, Doktorantka przedstawita w sposdb przejrzysty przeglad
literatury na temat mechanizmu alergii jak i mozliwosci wykorzystania bakterii
probiotycznych w leczeniu alergii wziewnych. Na uwage i wysokg ocene zastuguje
przedstawiony we ,Wstepie” opis udziatu inflamasomu NLRP3 w rozwoju choréb

ukfadu oddechowego o poditozu alergicznym.

W oparciu o przestanki zawarte we Wstepie, Doktorantka sformutowata gtéwny cel
rozprawy, ktéorym byto okreslenie witasciwosci immunomodulujgcych szczepu
Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 oraz jego antygendéw powierzchniowych
(polisacharydoéw, peptydoglikanu, biatek powierzchniowych) w konteks$cie mozliwosci
wykorzystania ich w terapii schorzen o podtozu alergicznym. Dodatkowo przedstawita
cztery cele szczegodtowe: tj. 1) wyizolowanie, oczyszczenie i okreslenie wiasciwosci
immunomodulujgcych antygendéw powierzchniowych Bifidobacterium adolescentis
CCDM 370 z wykorzystaniem linii ludzkich embrionalnych komérek nerek HEK293,
transfekowanych réznymi receptorami oraz naiwnych komérek dendrytycznych
i komérek uzyskanych od myszy uwrazliwianych OVA tj.splenocytéw; 2) okreslenie
wplywu biatek powierzchniowych Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 na rozwdj
uktadu immunologicznego u myszy wolnych od patogenéw (germ-free); 3) okreslenie
mozliwosci wykorzystania biatek powierzchniowych Bifidobacterium adolescentis
CCDM 370 w leczeniu alergii wziewnej z wykorzystaniem mysiego mbdelu alergii
wziewnej indukowanej OVA; 4) okreslenie mozliwosci wykorzystania Bifidobacterium
adolescentis CCDM 370 oraz jego antygendéw powierzchniowych w hamowaniu
aktywnosci inflamasomu NLRP3 z wykorzystaniem modelu aktywacji inflamasomu
NLRP3 w ludzkiej linii komdrek monocytarnych THP-1.

Dla zrealizowania postawionych celéw Doktorantka wykorzystata imponujgcy zakres
metod badéwczych. Uzyskane z hodowli w warunkach beztlenowych bakterie
Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 poddata inaktywacji i przeprowadzita
izolacje i oczyszczanie antygendéw powierzchniowych tego drobnoustroju (ij. biatek,
peptydoglikanéw i polisacharydéw). Nastepnie, funkcje biologiczne tych substanciji
ocenita z wykorzystaniem linii komérkowych HEK293, Iludzkich komdrek




monocytarnych THP-1, szczurzych komérek bazofinych RBL-2H2, a takze
splenocytow izolowanych z myszy uwrazliwionych na owoalbuminge. Wpltyw biatek
powierzchniowych Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 na rozwdj zapalenia
alergicznego i rozwoj ukiadu odpornosciowego ocenita w mysim modelu alergii
wziewnej wywotanej owoalbuming i z wykorzystaniem myszy wolnych od bakterii
(germ-free). W czasie badan z wykorzystaniem zwierzat przeprowadzila izolacje
i analize ptynu pecherzykowo-oskrzelowego (BALF), w ktérym okreslita ilo$¢ cytokin
IL-4, IL-5, 1I-13, IL-10, IFN-y, IL-17A, przeprowadzita takze ocene histopatologiczng
ptuc wyizolowanych z usmierconych myszy i analize poziomu przeciwciat w BALF
i krwi obwodowej. Wiasciwosci immunomodulujgce antygendw Bifidobacterium
adolescentis CCDM 370 w warunkach in vitro okreslita réwniez z wykorzystaniem
modelu inflamasomu NLRP3 indukowanego w linii THP-1. Doswiadczenia zostaty
zatwierdzone przez Komisje do Spraw Ochrony i Wykorzystania Zwierzat
Doswiadczalnych Instytutu Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk i wykonane zgodnie
ze zgodg o numerze 91-2019. Sposdb zaplanowania do$wiadczen oraz ich realizacja
$wiadczg o bardzo dobrym przygotowaniu metodycznym Doktorantki.

Uwage zwraca bardzo doktadny opis uzyskanych wynikéw i bardzo dojrzale
przeprowadzona ich analiza i dyskusja. Doktorantka umiejetnie odniosta wiasne
wyniki do dostgpnych danych literaturowych, a sposéb przeprowadzenia analizy
uzyskanych wynikéw potwierdza bardzo dobre przygotowanie merytoryczne
i szerokg wiedze w zakresie tematyki prowadzonych badan. Ze wzgledu na pilng
potrzebe rozwoju nowych metod terapii choréb alergicznych, interesujgcym
elementem przedstawionych danych jest wykazanie, ze antygeny powierzchniowe
Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 modulujg odpowiedz typu T1/T2 w mysim
modelu uwrazliwiania OVA, jak réwniez obserwacja z wykorzystaniem mysiego
modelu alergii wskazujgca, Ze biatka powierzchniowe tego drobnoustroju moga
takze odpowiadaé za przeciwalergiczne wlasciwosci  szczepu  dzieki
ich wlasciwosciom hamujgcym odpowiedz typu T2.

Przeprowadzone badania staty si¢ podstawg do sformutowania przez Autorke

szesciu wnioskow:

1. Wykazano przeciwalergiczny potencjat Bifidobacterium adolescentis CCDM
370 na podstawie wynikdw uzyskanych z uwrazliwianych na owoalbumine

splenocytéw.



. Przebadano potencjat przeciwalergiczny antygenéw powierzchniowych
Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 oraz wybrano biatka powierzchniowe
jako antygen o najlepszych wiasciwosciach tagodzacych alergie.

. Wyniki mysiego modelu alergii na owoalbumine pokazaly, ze biatka
powierzchniowe B.370 skutecznie tagodzg objawy alergii poprzez hamowanie
wydzielania cytokin w szlaku typu T2 przez komorki ptuc i splenocyty

oraz tagodzg objawy alergii w obrazie histopatologicznym ptuc.

4. Model myszy wolnych od patogendw (germ-free) pokazat neutralny wpilyw
biatek B.370 na rozwdj uktadu odpornosciowego myszy.

5. Szczep bakteryjny Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 skutecznie
hamuje aktywnos¢ inflamasomu NLRP3 w komérkach THP-1 na poziomie
transkrypcji kaspazy-1, oraz produkcji i wydzielania biatka [L-1pB.

6. Biatka powierzchniowe Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 nie hamujg
aktywnosci inflamasomu NLRP3.

Wazne watki dyskusji to miedzy innymi wskazanie na wyniki prac innych autoréw,
ktore potwierdzajg korzystne efekty antygenéw powierzchniowych bakterii
probiotycznych i spéjnos¢ obserwacji wplywu biatek izolowanych z Propionibacterium
freudenreichii w mysim modelu alergii pokarmowej wywotanej gliadyng pszeniczng
z obserwacjg Doktorantki, ktéra wykazata wtasciwosci przeciwalergiczne dla biatek
B.370, jak rowniez uzasadnienie weryfikacji pionierskich badan bedacych probg
powigzania przeciwalergicznego dziatania szczepu bakteryjnego oraz jego antygenu
powierzchniowego z mechanizmem hamowania alergii poprzez hamowanie
aktywnosci inflamasomu NLRP3. W konteks$cie dyskusji ciekawe bytoby poznanie
opinii Doktorantki dotyczgcej translacyjnego przetozenia wynikbw z badan
z wykorzystanych modeli mysich na potencjalng odpowiedz ukiadu
immunologicznego cziowieka, uwzgledniajgc roéznice gatunkowe w mechanizmach
odpowiedzi immunologiczne;.

Z obowigzku recenzenta chciatbym przedstawi¢ uwagi (nie wplywajace na mojg
wysokg ocene merytoryczng pracy) odnoszgce sie do edycji tekstu rozprawy.
Dotyczg one miedzy innymi pisowni nazw gatunkowych bakterii, braku mas
molekularnych wzorcéw na Zelach z elektroforezy biatek, jak réwniez sposobu

sformutowania wnioskéw kohcowych.



Stwierdzam, Ze praca autorstwa mgr Katarzyny Leszczynskiej speinia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.
U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.) oraz wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie
nauki biologiczne. Wysoka warto$¢ merytoryczna pracy upowaznia do zgtoszenia
wniosku o wyroznienie jej wlasciwg nagrodg ze wzgledu na praktyczng warto$é
wynikow, prawidiowo przygotowany plan doswiadczen i klarowno$é analizy
uzyskanych danych, ktére z pewnoscig umozliwig ich opublikowanie w czasopismach
naukowych o zasiggu miedzynarodowym.
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