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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marceliny Pyclik
pt. ,,Charakterystyka wtasciwosci immunomodulujgcych B. longum spp.

longum CCDM 7952 w leczeniu chorob o podtozu alergicznym”

Choroby alergiczne stanowig obecnie jeden z wazniejszych problemdéw medycyny.
Odsetek chorych w krajach europejskich siega ok. 30-40% i ciagle wykazuje tendencje
wzrostowg. Najwiecej zachorowan wystepuje w duzych aglomeracjach miejskich i w krajach
wysokorozwinietych. Prognozy Swiatowej Organizacji Zdrowia wskazuja, iz utrzymanie sie
obserwowanego tempa przyrostu zachorowan spowoduje zrownanie populacji zdrowych z
populacjg 0séb chorych w 2025 roku, a badania epidemiologiczne przeprowadzone w Polsce
umiejscawiajg nasz kraj wérod spoteczenstw o wysokiej zachorowalnosci na alergie. Kliniczna
ekspresja chordb alergicznych zmienia sie wraz z wiekiem i proces ten nazywamy ,marszem
alergicznym". Marsz alergiczny to zmiana manifestacji narzadowej alergii — najczesciej od
alergii pokarmowej manifestowanej jako atopowe zapalenie skdry (AZS) poprzez alergiczny
niezyt nosa do astmy oskrzelowej wigcznie oraz wygasania poczgtkowego uczulenia na
alergeny pokarmowe i narastanie uczulenia na alergeny powietrzno-pochodne. Szacuje sie,
ze ok. 40% niemowlat chorujacych na alergie pokarmowga i AZS rozwinie do 3-4 r.z.
petnoobjawowg astme oskrzelowa, a przy obcigzeniu rodzinnym chorobg atopowa
i wspotwystepowaniu niezytu nosa/spojéwek odsetek ten rosnie nawet do 80%.

Przyczyny wzrostu wystepowania alergii wigze sg z tzw. zachodnim stylem zycia, czyli
zwigkszonym rezimem higienicznym, czestym stosowaniem antybiotykéw, nielicznymi
rodzinami, wzrostem liczby cie¢ cesarskich, zmiang nawykéw zywieniowych (stosowanie

zywnosci przetworzonej, pétproduktéw), urbanizacja i coraz mniejszym kontaktem z natura.



Wymienione czynniki majg ogromny wptyw na skfad mikrobioty jelitowej — uwazanej
obecnie za organ niezbedny do prawidtowego funkcjonowania ukfadu immunologicznego
i rozwoju tolerancji immunologicznej. Pomimo znacznych réinic indywidualnych mikrobiota
jelitowa pacjentow z alergig jest odmienna od tej spotykanej u zdrowych i wykazuje szereg
charakterystycznych cech, przede wszystkim jest mniej zréznicowana, a u dzieci z alergig
pokarmowg obserwuje sie opdZniong w czasie i obnizong liczebnie kolonizacje Bacteroidetes
oraz bakteriami z rodzaju Bifidobacterium. Dlatego uwazam, ze temat pracy zwigzany
z charakterystykg wifasciwosci immunomodulacyjnych wybranego szczepu z gatunku
Bifidobacterium longum podjety przez Doktorantke jest wazny i aktualny, szczegdinie ze
wzgledu na mozliwosé zastosowania szczepdw probiotycznych w leczeniu i/lub profilaktyce

alergii.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest monografig charakteryzujaca
sie typowym dla tego rodzaju prac uktadem. We wstepie Doktorantka uzasadnia motywy
podjecia pracy badawczej i na 34 stronach przeglagdu pismiennictwa przedstawia najnowsze
badania dotyczace znaczenia mikrobioty jelitowej w rozwoju chordb alergicznych oraz
w sposéb wieloaspektowy analizuje dane dotyczace ksztattowania mikrobioty, czynnikdéw
wptywajagcych na jej rozwdj, mechanizmoéw reakcji alergicznej, znaczenia dysbiozy
w indukowaniu procesow alergicznych oraz probiotycznych wtasciwosci szczepdw z rodzaju
Bifidobacterium i ich specyficznych struktur obecnie zaliczanych do postbiotykéw. Dogtebna
analiza tematu skutkuje wysoka liczbg cytowanych pozycji pismiennictwa (ponad 380) oraz
pokazuje duzg dojrzatos¢ Doktorantki w zrozumieniu skomplikowanych zaleznosci pomiedzy
bakteriami jelitowymi/probiotykami/postbiotykami/mechanizmami indukujgcymi procesy

alergiczne.

Do tej czesci pracy mam drobne uwagi:

e na stronie 20 Doktorantka pisze, e ,powigzano alergie pokarmowq z
wystepowaniem u dorostego alergicznego zapalenia nosa”, ale nalezy
pamieta¢, ze marsz alergiczny rozpoczynajacy sie najczesciej alergig
pokarmowg we wczesnym dziecinstwie moze skutkowad rozwojem nie tylko
zapalenia nosa iflub spojowek, ale réwniez rozwojem astmy. Na tej samej

stronie Doktorantka wymienia najczestsze alergeny pokarmowe, jednak



powinna wyrdzni¢ wszystkie nalezace do tzw. ,wielkiej dsemki” alergenow
pokarmowych, tj. mleko krowie, jajo, orzech arachidowy, soja, pszenica, ryby,
skorupiaki i orzechy z drzew.

na stronie 23 w podrozdziale poswieconym leczeniu alergii Doktorantka
stwierdza, ze ........ wobecnie immunoterapia jest jedynym sposobem leczenia
alergii”. Nie do korica moge zgodzi¢ sie z tak kategorycznym stwierdzeniem,
gdyz w przypadku alergii pokarmowej jedynym sposobem leczenia jest dieta
eliminacyjna. Oczywiscie stwierdzenie uzyte przez Doktorantke jest stuszne w
przypadku okreslonych rodzajéw alergii i w drugim zdaniu pisze ona, ze ..... W
pierwszej kolejnosci [pacjenci] starajg sie wyeliminowac przyczyne reakcji
alergicznej”, ale raczej to stwierdzenie jest uzyte w kontekscie alergii
zwigzanej z kontaktem z alergenem powietrznopochodnym, domowym itd.
(nie pokarmowym).

nie moge sie rowniez zgodzic¢ ze stwierdzeniem na stronie 25, Ze to nie rodzaj
porodu moze mieé wplyw na rozwdj alergii w odroznieniu od innych
czynnikdw Srodowiskowych. Doktorantka na potwierdzenie swoich stow
cytuje co prawda opublikowang w 2022 roku prace Currell i wsp., jednak jest
to praca w jednego osrodka, ktora wykazata, ze pordd cieciem cesarskim nie
zwieksza ryzyka rozwoju alergii pokarmowej w kohorcie dzieci w wieku 12
miesiecy. W odrdznieniu od zacytowanej pracy meta-analizy innych prac, w
tym meta-analiza badan przeprowadzona w 2020 przez zespdt polskich
badaczy (Stabuszewska-Jézwiak i wsp. Int J Environ Res Public Health. 2020)
wykazata, ze ciecie cesarskie w pordwnaniu z porodem droga naturalng wigze
sie ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju astmy (OR = 1.23 95%Cl 1.14-1.33, p <
0.00001). Podobnie meta-analiza badan przeprowadzona przez Xiong i wsp. w
2022 (Eur J Pediatr 2022 Jun;181(6):2237-2247) wykazata, Ze ciecie cesarskie
wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem wyprysku atopowego — skdrnej postaci
alergii pokarmowej u niemowlat (OR = 1.31; 95% Cl: 1.04-1.65).

na stronie 31 -~ Doktorantka pisze, ze szczepy z rodzaju Bififobacterium
rozktadajg fruktooligosacharydy w siarze matka. Czy na pewno chodzi o ten

rodzaj oligosacharydéw? W siarze i mileku matki obecne sg gitéwnie



galaktooligosacharydy, natomiast fruktooligosacharydy obecne sg gtdwnie w

owocach i warzywach lub sg dodawane jako prebiotyk do mieszanek.

Chciatabym jednak podkreslié, ze moje uwagi przedstawione powyzej nie wpiywaja
na zawarto$¢ merytoryczng wstepu do rozprawy doktorskiej. Ta cze$é pracy wymagata od
Doktorantki ogromnej wiedzy interdyscyplinarnej (mikrobiologicznej, immunologicznej

i medycznej) i pokazata jej wysoka zdolnos¢ analityczng.

Logicznym nastepstwem przegladu piSmiennictwa zawartego we wstepie byto
wyznaczenie przez Doktorantke celu gtéwnego rozprawy doktorskiej: okreslenie wtasciwosci
immunomodulacyjnych Bifidobacterium longum spp. longum CCDM 7952 w leczeniu choréb
o podtozu alergicznym. Wyznaczony cel gtowny zostat przez Doktorantke osiggniety poprzez
zrealizowanie 3 etapdw pracy, ktore Doktorantka okresla jako cele czgstkowe:

1) wybranie szczepu z rodzaju Bifidobacterium o optymalnych wiasciwosciach
przeciw-alergicznych oraz porownanie efektéw w modelu in vitro zywego szczepu
versus szczep inaktywowany termicznie

2) pordwnanie efektéw zywego szczepu versus inaktywowany w eksperymentalinym
modelu alergii wziewnej indukowanej owalbuming (OVA)

3) okreslenie wiasciwosci immunomodulacyjnych antygendw powierzchniowych

wybranego szczepu.

Materiaty uzyte do badan oraz metody badawcze Doktorantka opisata w rozdziale 7.
Doktorantka szczegdtowo opisuje szczepy uzyte do badan, metody inaktywacji zywego
szczepu, warunki hodowli szczepow i linii komdrkowych uzytych do analiz in vitro oraz
metody oceny wptywu inaktywacji na morfologie bakterii (ocena przeprowadzona
w skaningowym mikroskopie elektronowym), wielkos¢, tadunek szczepu. W tej czesci pracy
Doktorantka opisuje doktadnie sposoby oceny wtasciwosci immunomodulacyjnych szczepéw
bakteryjnych w modelu in vitro linii komdrkowych (wptyw na produkcje mediatoréw reakcji
alergicznej, cytokin pro-alergicznych i pro-zapalnych oraz regulujgcych odpowied?
immunologiczng, ocene cytotoksycznosci, wptyw na produkcje azotyndw, ocene zdolnosci

pochtaniania bifidobakterii przez komorki nabtonka TC-1 i przekazywania bakterii przez



komaérki nabtonka i komorki dendrytyczne) oraz komodrek dendrytycznych szpiku kostnego i
splenocytéw izolowanych od myszy Balb/c (naiwnych i uczulonych na OVA).

W rozdziale ,Materiaty i Metody” Doktorantka opisuje rowniez bardzo doktadnie
model in-vivo alergii wziewnej zastosowany w pracy, do ktérego wykorzystano myszy Balb/c
uczulane dootrzewnowym podawaniem OVA, u ktérych faza efektorowa zostata wywotana
donosowg ekspozycja na OVA. To badanie zostato przeprowadzone w renomowanym
laboratorium gnotobiologicznym w Nowym Hradku w Czechach i uzyskato zgode Komisji do
Spraw Ochrony i Wykorzystania Zwierzgt Doswiadczainych Instytutu Mikrobiologii Czeskiej
Akademii Nauk. Badania in vivo przeprowadzono na trzech grupach badawczych: jedna
stanowity myszy, ktorym przed ekspozycjg OVA podano donosowo zywe szczepy B. longum,
drugiej podano szczepy inaktywowane, grupa kontrolna otrzymata rozwor PBS. Po
zakonczeniu eksperymentu oceniano stezenia cytokin Th1/Th2 w hodowlach splenocytéow
izolowanych z badanych myszy po restymulacji OVA i w ptynie oskrzelowo pecherzykowym
oraz stezenie immunologulin IgA i swoistych przeciwciat w klasie 1gG1, 1gG2, IgA i IgE w
surowicy krwi i poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych. U wszystkich zwierzat oceniono
tez zmiany histopatologiczne w ptucach, ze szczegélnym uwzglednieniem stopnia zapalenia.

W  podrozdziale 7.8 Doktorantka opisata techniki izolacji antygenow
powierzchniowych z wybranego szczepu: peptydoglikanu, kwasow lipotejchojowych i
polisacharydéw. Rozdziat ,Materialy i Metody” koticzy podrozdziat dotyczacy analiz

statystycznych.

Do tej czesci pracy nie mam wiekszych uwag. Uwazam, ze zastosowane w pracy
metody i materiat zostaty bardzo dokfadnie opisane, zastosowany model in vivo jest
dodatkowo zobrazowany rycing 7. Doktorantka w opisie oceny zmian histopatologicznych
zaznaczyta, ze zmiany te zostaly ocenione przez 2 niezaleinych ekspertow. Uwazam, ze
powinna napisa¢ kto i z jakiej instytucji dokonat takiej analizy. Nie znalaztam tez informacji
dotyczacej uzytego modelu in vivo? Czy byt on wczesniej opisany? Czy zostat stworzony przez

Doktorantke?

Uzyskane wyniki badan Doktorantka zebrata i przedstawita w Rozdziale 8. w postaci
19 rycin i 1 tabeli. Opisywane wyniki zostaty przedstawione w podrozdziatach zgodnie z

zaplanowanymi etapami badan. Przedstawione wyniki etapu pierwszego (wybér szczepu w



modelu in vitro) dotyczace wptywu zywych bakterii versus inaktywowanych pozwolity na
wybdr szczepu Bifidobacterium longum Bl 7952 do dalszych badan oraz pokazanie, ze 2zywe
bakterie charakteryzowaty sie innymi efektami immunomodulujgcymi niz inaktywowane
termicznie. Wykorzystujgc model komodrek HEK293 Doktorantka wykazata mozliwg role
wybranych receptoréw rozpoznajgcych wzorce bakteryjne (gtdwnie receptor TLR2)
w procesie stymulacji proceséw immunologicznych. W modelu in vitro wykorzystujgcym
komorki $ledzony izolowane z myszy uczulonych OVA wykazata, ze re-stymulacja alergenem
z dodaniem do hodowli wybranych bifidobakterii hamuje pro-alergiczny szlak cytokinowy,
ale tylko niektdére z bifidobakterii indukowaty wzrost stezenia INF-gamma i IL-6. Wsréd
ocenianych szczepow B. longum wybrany do dalszych badan (I1B7952) jednak nie indukowat
wzrostu IFN-gamma i IL-6, ale znamiennie statystycznie obnizat IL-10, ktéra po stymulacji
OVA znamiennie statystycznie wzrastata (strona 85). Analizujgc ten wynik zastanawiatam sie
czy taka odpowied? moina zakwalifikowaé jako pozytywng? Zwilaszcza w kontekscie
znaczenia IL-10 jako ewentualnej interleukiny regulujgcej homeostaze Th1/Th2. Wydaje sie,
ze dotaczenie TGB-betal do badanego profilu cytokinowego mogtoby przyczynié¢ sie do
lepszego zrozumienia uzyskanych wynikéw.

Wybrany szczep Bifidobacterium longum byt nastepnie donosowo podawany myszom
uczulonym na OVA w postaci zywych (niezmienionych) komérek bakteryjnych lub komérek
inaktywowanych termicznie. Ta cze$¢ wynikéw w modelu in vivo byta konsekwencja
wczesniej przeprowadzonych analiz. Przeprowadzone badania na modelu in vivo wykazaty,
ze zywy szczep B. longum podawany donosowo chroni przed rozwojem alergii zaréwno na
poziomie reakcji lokalnej (ptuca) oraz systemowej. Wyniki tej czesci badan de facto
potwierdzity to co obserwowano w modelu in vitro uczulonych splenocytéw: szczep oprécz
hamowania produkcji cytokin szlaku Th2 nie indukowat aktywacji szlaku Th1l, ale tez nie
aktywowat regulujgcej odpowiedZ? immunologiczng cytokiny IL-10. Inaktywacja szczepu
(donosowe podawanie postbiotyku) skutkowato zmniejszeniem zdolnoéci modulowania
odpowiedzi immunologicznej, pokazujgc wyzszg skutecznosé zywych szczepdw.

Izolacja antygendw powierzchniowych i ich badanie w systemie in vitro na komadrkach
nabtonka ptucnego TC-1, komdrkach dendrytycznych i splenocytach pokazata ich réine

efekty immunomodulujace pobudzane na drodze aktywacji receptora TLR2.

\



Do tej czesci pracy mam drobne uwagi:
e na stronie 71 Doktorantka pisze, Ze.... ,,hie zachodzita jakakolwiek korelacja
miedzy zmianami potencjatu zeta a wielkosciq komérki (p=0.3491)" .. — jednak
w podrozdziale ,Analiza statystyczna” nie opisuje jaka metoda oceniata
korelacje? Jezeli oceniata korelacje, to jaki byt wspdtczynnik korelacji?
s na tej samej stronie (71) znajduje sie stwierdzenie ,bakterie z gatunku
Bifidobacterium”, ale Doktorantka nie podaje gatunku, wiec zasadne bytoby

napisanie z rodzaju a nie gatunku.

Rozprawe doktorkg konczy dyskusja i wnioski. Uwazam, ze dyskusja dotyczaca
uzyskanych wynikéw powinna by¢ podzielona zgodnie z poszczegdlnymi etapami pracy (tym
bardziej, ze jest tak napisana). Na stronie 101 Doktorantka pisze, ie .....,0dpowiedni balans
miedzy populacjami [makrofagow] umozliwia utrzymanie wewnetrznej homeostazy chronigc
rownoczesnie przed chorobami autoimmunologicznymi”. Brak jest natomiast informacji czy
ma to wptyw na rozwdj alergii? Czy znane sg Doktorantce prace, w ktorych ,balans” miedzy
M1 a M2 przyczynia sie do zmniejszenia ryzyka alergii? Na stronie 102 Doktorantka pisze,
ze.... ,wysoka produkcja IL-10 w przypadku stymulacji bakteriami wykorzystywanymi w
niniejszej pracy moze wskazywac........ ”, jednak takie stwierdzenie nie jest do konca
prawdziwe. Nie wyjasniono o jakie bakterie chodzi, bo je$li o wybrany szczep
Bifidobacterium longum to raczej wykonane badanie wykazywaly inng tendencje (co
wielokrotnie Doktorantka pokazuje w pracy).

Na stronie 105 Doktorantka pisze, ze....... ~W obu grupach badawczych .......
zaobserwowano spadek liczby eozynofili”, jednak te wyniki nie zostaty pokazane w pracy
(jedynie przedstawiono na Rycinie 26 ,wyniki histologiczne” - cokolwiek to znaczy). Jezeli
obserwowano taki spadek powinien by¢ on pokazany w rozdziale poswieconym wynikom.
Zabrakowato mi tez w dyskusji odniesienia do znaczenia drogi podania
probiotyku/postbiotyku. Na rycinie 28 (ktéra wg mnie powinna byé przedstawiona i
omoéwiona w ,,Dyskusji”) pokazano efekt podawania zywego szczepu i inaktywowanego, ale
raczej dojelitowo, a nie donosowo (nabtonek na rycinie jest jednowarstwowy, a nie
wielowarstwowy). Dlatego mam pytanie do Doktorantki — jak na odpowiedZ immunologiczng
wptywa droga podania prohiotyku/postbiotyku?

Prace koriczg wnioski, ktore sg logicznym nastepstwem uzyskanych wynikow.



Mnie osobiscie bardzo podobat sie zardwno sposdb opisu oraz prezentacji
uzyskanych wynikow oraz jasno pokazany ,tok myslenia” doprowadzajgcy do koricowych
wnioskow. Co prawda Doktorantka nie ustrzegta sie drobnych btedow edytorskich i
jezykowych. Na przyktad Doktorantka uzywa w pracy terminéw ,flora” czy ,mikroflora”
(strona 13, 26-28, 32-41 itd.), co w kontekscie ostatnio wprowadzonego nazewnictwa budzi
moje zastrzezenia. Uwazam tez, ze w tytule pracy (a pdiniej w publikacjach) powinno poda¢
sie cafg nazwe gatunku (bez skrotu). Sg to jednak drobne uwagi, ktdre nie wplywajg na
warto$¢ merytoryczng catej rozprawy. Uwazam, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki
pokazane na réznych poziomach - poczawszy od wyboru szczepu w warunkach in vitro przez
eksperymentalny model alergii do izolacji antygendw odpowiedzialnych za obserwowane
efekty jest przyktadem wzorcowych badarnn w zakresie oceny szczepéw probiotycznych,
ewentualnie postbiotykéw i wyboru specyficznego szczepu do badan klinicznych. Moje
pytanie wiec do Doktorantki jest takie — czy planowane sg badania kliniczne z przebadanym

szczepem?

Konczac recenzji chciatabym podkreslié, ze opis wynikéw badan oraz dyskusja
wynikéw przeprowadzona przez Doktorantke $wiadczy o dobrej znajomosci problemdéw
badawczych, umiejetnosci logicznego wykorzystania pismiennictwa oraz krytycznego
podejscia do danych literaturowych i wtasnych. Rozprawa doktorska stanowi kompleksowg
charakterystyke witasciwosci immunomodulujgcych wybranego szczepu Bififbobacterium
longum, ktéry moze znalei¢ praktyczne zastosowanie w leczeniu/profilaktyce choréb

alergicznych .

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. “Charakterystyka
wiasciwosci immunomodulujgcych B. longum spp. longum CCDM 7952 w leczeniu chordb o
podtozu alergicznym” spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdin. zm.). Przedktadam zatem Radzie
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie mgr inz. Marceliny Pyclik do dalszych etapdw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych

w dyscyplinie nauki biologiczne.



Jednoczesnie wnosze o wyrdznienie pracy. Zgodnie z mojg wiedzg uzyskane w pracy
wyniki zostaty opublikowane w co najmniej 2 oryginalnych artykutach w czasopismach o
wysokim IF (Pyclik MJ i wsp. . Front Immunol 2021, IF=7,561; Pytlik i wsp. Int J Biol
macromol 2019; IF=4,784) i byly realizowane w ramach 2 grantdw finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki SONATA BIS oraz Narodowg Agencje Wymiany Akademickiej
MOBILITY, co rowniez potwierdza wysoki poziom badan, ktére dzieki projektowi MOBILITY
mogty by¢ przeprowadzone w jednym 2z najbardziej renomowanych laboratoriow

gnotobiotycznych — w Czeskiej Akademii Nauk w Nowym Hradku.
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