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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz Marceliny Joanny Pyclik

nel Charakterystyka wiasciwosci iimmunomodulujgeych B. longum spp.

longum CCM 7952 w leczeniu chordb o podioiu alergicznym”

nel w Laboratorivm Emmm&@%}ﬁaﬂog’éi Mikroblomu Zakiadu Mikrobiclogii
Instyruty hmmunologii | Terapil DoSwiadczalnej i Ludwika Hirszfelda Polskiej

Akade

i Nawk pod kierunkiem promotora dr hab. Sabiny Goérskiej

edstawiona  mi  do  recenzii  dysertacja  jest monografis  naukowa
yrzuigcy wiadciwosdct immunomodulujgee bakterii probiotycznych z gatunku
Bifidobacteriuvm longum spp. longum.

Probiotyki, kidryeh nazwa wywodzi sie z tacifiskiego ,pro bios, , czyll dla Zycia”
po raz plerwszy zastosowat w leczeniu biegunki u niemowligt CﬁOkin{” }'ézef Brudzinski.
Nastepnie na poczatku XX wieku llja Miecznikow powigzat fakt spoZywania jogurtu
ZWiera Lactobacillus acidophilus z dlugewieczno$cig 1 dobrym zdrowiem chiopéw
ich. Dopiero jednak w latach 60-tych probiotyki zaczeto wprowadzaé powoli do
lecznictwa, Ubecnie probiotyvki oraz prebiotykd, czvii skiadniki odzyweze stymulujgce
wzrost

kauka

:;s"s“ubmmsi:m}( w problotycznych, sg szeroko stosowarne przede wszystkim w
zapobieganiv dysbiozy ielit indukowane] antybiotykoterapis. Tym nie mniej, chol
stymulujgey wplyw probiotykéw na uklad immunologiczny cztowieka jest doéé bobrze
poznany, zastosowanie drobnoustrojéw probiotycznych oraz ich metabolitéw nadal jest
ograniczone przede wszystkin do badan naukowych. Rosngea liczba oséb z zaburzeniami
irmmunociogicznymi 1 opisane, pojedyncze  przypadki  powaznych  zakazen
ogolnoustr o}owwh po zastosowaniu probiotycznych szczepdw bakteril zdecydowanie
Ogranicry /

y ich wykorzystanie w leczeniu chordb. 7 drugie] strony, sporadyczne
przypadki zakazet szezepami probiotycznymi zapoczatkowaty nowy  kierunek badan
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izolowanych antygenéw bakterii probiotycznych zamiast zywych komédrek, w celu
eliminacji potencjalnie niekorzystnego wplywu probiotykéw na organizm cziowieka.
Ponadto, w duzym stopniu ograniczone zastosowanie probiotykéw w lecznictwie wynika
7 faktu nieznajomosci wptywu konkretnych, swoistych antygendw tej grupy bakterii na
modulacje odpowiedzi immunologiczne].

W tym kontek$cie, przedstawiona mi do recenzji dysertacja Pani mgr inz.
Marceliny Pyclik, ktérej celem byla ocena wilasciwosci immunomodulujgeych jednego
z najlepiej poznanych szezepdw bakterii probiotycznych, tj. Bifidobacterium longum,
stanowi waine osiggniecie naukowe o duzym potencjale aplikacyjnym.

Ocena meryioryczna dysertacji

Opis wykonanych badai zostal przedstawiony w monografii liczgcej tgczuie 141
stron o typowym dla tego typu prac naukowych ukfadzie, tj. spisie treSci, wykazie
stosowanych skrétdw, streszezeniach w j. polskim 1 angielskim, wstepie, celu badan,

materiatach | metodach, wynikach, dyskusji, wanioskach i bibliografil

Streszczenie

streszezenie zwiezle, ale logicznie rekapituluje cato$¢ rozprawy doktorskiej oraz
nawigzaje do  dalszych badai nad przeciwalergicznym dziafaniem  wybranego,
scharakieryzowanego szczepu B, Jongum, ktére Doktorantka kontynuuje w ramach
grantu Prefudium przyznanego przez NC

Ws&@p

Podzielony na podrozdziaty wstep prezentuje najwazniejsze informacje dotyczace
alergii, wptywu mikrobioty czlowieka na rozwdéj i funkcje ukiadu immunologicznego,
szezegGiows charakterystyke bakteril z rodzaju Bifidobacterium oraz ich antygendw
regulujacych odpowied? uktadu immunologicznego, a bedacych przedmiotem dysertacii.
Niestety, poimnimo waloréw merytorycznych, rozdziat ten trudno sig czyta z uwagi na
Adnpieiwuanq sktadnie zdat, a takze inne bledy, ktoére wyszezegSlnitam w uwagach.

Cele i zalozenia mzpmwy doktorskiej
Cel badat Doktorantka realizowata w trzech etapac

1, obejmujgeych  kolejno:
1} badania pmﬁlu cytokin  produkowanych in vitro przez wybrane komorki
immmm‘éagiczne oraz komoérki nabtonka stymulowane zywymi oraz inaktywowanymi
termicznie szczepami Bifidobacterium, 2} badania zastosowania zdefiniowanego

w plerwszej czedcl badad szezepu Bifidobacterium w leczeniu alergil wziewnej na modelu
zwierzecym oraz 3) ocena zdolnoscl immunomodulujgeych wybranyeh antygendw

powierzchniowych Bifidobacterium.

Do osiggniecia zatoZonych celdw badai Doktorantka wykorzystata liczne techniki
badawcze, wskazujgce na jej duze dodwiadczenie laboratoryine, co zastuguje na uznanie.
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Wisréd zastosowanyceh technik znalazly sie hodowle linii komérkowych pierwotnych
i ciggtych, ktérych Doktorantka w badaniach wykorzystata az dziewied, w tym linie
modyfikowane, prezentujgce ltudzkie antygeny, co uwiarygodnite wplyw badanych
szczepdw B, longum oraz ich antygendw na organizm cztowieka. Dodatkowo, Pani mgr
inz Marcelina Pyclik pozyskata komérki dendrytyczne szpiku kostnego oraz splenocyty
bezposrednio od zwierzat. Inne metody, ktére wykorzystata w swych badaniach to
skaningowa mikroskopia niskonapieciowa, spektroskowia jgdrowego rezonansu

2

3,

magnetycznego, badania histopatologiczne, techniki izolacji | cozyszezania antygenow.

Wyniki

Rezultatem przeprowadzonych przez Doktorantke analiz sg warto$ciowe, dobrze
udokumentowane wykresami i zdjeciami wyniki badaf. Pani mgr inz. Marcelina Pyclik
zaobserwowata zmiany strukturalne na powierzchni szczepdw B. longum poddanych
termiczne inaktywacji, ktére zwigzane byly ze zmiang rozmiaru komorek bakteryjnych,
potencjatu zeta u niekt6érych badanych szczepéw oraz spne:kwm przezywalnosci
w buforze fosforanowyrm. Pomime zachserwowanych réznic £ rantka aie stwierdzita
wptywu termiczne] inaktywacii na integralno$c §cian komdrkowej badanych szczepdw
bakterii. W dalszej czesci badan Doktorantka zbadata wplyw inaktywowanych termicznie
i nietraktowanych wysokg temperaturg szczepdw Bifidobacterium na makrofagi, ktére
wykazaty, Ze inaktywacja cieplna wplywa na immunomodu! g aktywnost hadanych
szezepow probiotykéw. Wyniki te wykazaty, Ze wiekszo$é inaktywowanych termicznie
szezepbwy Bifidobacterium znacznie stabiej pobudzaia synteze antyzapaine IL-10 przez
makrofagi {(szlak Treg), w porédwnaniu do szczepow nis»;ftr;?{ktmwnym a takze
vy stopniu indukowata produkeje cytokin i

wWomniel

okin prozapalnych na
przykiad {L-6, MCP-1, TNFq, a takze czynnika GM-CSF aktywujgcego eozynofile | bazofile,
petnigce  kluczowa role w  reakeji  alergicznej. Tym nie mniej, wlasciwosci
immunomodulujgce, jak zachserwowata Doktorantka, w duzyrm stopniu zaleZaty od
szczepu Bifidobacterium. Wyniki tych badan sa niezwykle cenne, gdyi wskazuja na
koniecznosé suczegdtowych badan aktywnodci immunomodulacyine] réznych szczepow
bakterii probiot ycznych przed ich zastosowaniem w lecznictwie. Ponadto, wyniki te
wskazujg, Ze inaktywacja termiczna bakterii probiotycznych np. w celu eliminacji ich
potencjainie szkodliwego wplywu na organizm czlowieka, zwigzand jest ze znaczgcymi
zmianarmi ich aktywno$el immunomedulacyjnej. Na modelu i vive, tj. mysirn modelu
alergii wziewne] na owoalbumine Doktorantka potwierdziia, Ze termicznie
inaktywowany wybrany szczep Bifidobacterium posiada
alergiczne niZ ten sam szezep nie poddany dziataniu temperatury. Wyniki te wskazuig, ze

i3

inaktywacja termiczna atenuuje aktywno$é anty-al

;aaanych bakterii
probiotycznych, stawiajgc pod znakiem zapytania ich prakiycine zastosowanie
w lecznictwie, jednoczednie, wyniki te dowodza, Ze immunomodulujgca akiywnosé
probiotykéw zalezy od wspoidziatania ich réznych antyg
wchodzacych w interakcje z komdrkami imrmunologicz

7

néw powierzchniowych
sospodarza, Wyniki te
Doktorantka potwierdzita izolujgc wybrane antygeny powierzchniowe Bifidobacterium,
takie jak polisacharydy, kwasy lipoteichojowe, peptydoglikan, ktére choé cechowata
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zdolnes$¢ modulowania odpowiedzi immunologicznej, jako izolowane antygeny nie
wykazywaly oczekiwanej aktywnoéc anty~alergicznej.

Zaprezentowane w dysertacji doktorskiej Pani mgr inz. Marceliny Pyclik wyniki
dotyczg bardzo wielu réznych parametrédw i w moim odczuciv sg zbyt obszerne, co czyni
je trudnymi do analizy. Podsumowanie kazdego podrozdziatu wynikéw reasumujgce
najwazniejsze zaobserwowane zmiany, np. profilu produkowanych cytokin znacznie
utatwitoby ocene tej cze$ci pracy. Omdwienie wynikéw D & sprowadza do
krotkich komunikatdéw bez oceny ich znaczenia, przez co w trakcie czytania traci sie obraz

catoSci. Praca sprawia wraZenie przetadowanej wynikami, tracac spdjnosé. Sgdze, Ze
rozprawa bytaby lepsza, gdyby dotyczyta badan ograniczonych do jednego, wybranego
szczepu Bifidobacterium lub prezentowata wyniki dla np. wybyr

yeh lindi komérkowych,

zgodnie 7 ’/Jd‘iéljﬁ, 76 cZasem mrie] nacry wi ‘(,P
3

%

< sweich padah z danymi
dostepriymi w literaturze naukowej. Dyskusja w peini odzwierciedla niezwykle zywy
i niespokojny umyst miodego naukowca jakim jest Pani mgr inz. Marcelina Pyclik.
Niestety, podobnie jak wyniki, ta cze$é¢ dysertacji jest prz
Doktorantka po omdwieniu wplywu temperatury na przezywalnosé { whadciwosci fizyko-
chemiczne szezepdw Bifidobakterii, przechodzi do omdwienia procukeji tlenku azotu,
niepotrzeinie "')odajqc w tej czeSci pracy wartosci procentowe {(to powinne sie znalezé w
czescl omawiania wynikéw). Nastepnie omawia cytokiny i chemokiny produkowane
przez makrofagi, komorki raka zotadka oraz komdrki nablonka jelit stymulowane

W e czgsci pracy Doktorantka zestawia [ analizuje wynil

owana informacjami.

szczepami Bifidobacterium, 3 zwigzane z profilem odpowic immunologiczne] Thl
1 ThZ, a dalej pochtanianie bakte;«*u przez komdérki eukariotyerne, po czym wraca do
omawiania cytokin po stymulacji komérek dendrytycznych. W dalsze] czeéct omawia

rozpoznawanie f.azjzdahacte"ium przez receptory TLRZ [ ponownie omawia ich profil
immunomodulujgey dla splenocytéw oraz dla modelu in vive.

”

Zbyt duza lo$¢ informacji czyni dyskus;o chaotyczng | sprawiajaca wrazenie
nieprzemyslanej pod ]‘%tem sposobu prezentacji catego materiatu. Sadze, Ze podziat

dyskusji na logiczne czeéci bytby pomocny.

Witio:

Prezentujac wnioski z wykonanych badaft Doktorant skuplta na anty-
alergiczne] aktywno$ci wybranego szczepu Bifidobacterivin.  ‘Whiioski  dotyczace
immunomedulujgcego wpltywu wybranego szezepu bifidobs

w formie ryciny. Po raz plerwszy spotykam sie z taka forma

astawione zostaly
_ awienia wnioskow,
jednak muszg przyznad, Ze biorge pod uwage mnogo$é badanych przez Doktorantke
parame‘trow zmn'xurxoiogxcznym, rycina  w  jasny
imImmaﬂ"ﬁociuiac:yjne pomiedzy termicznie inaktywowsa
szezepern Bifidobacterium Bl 7952, jednak, pomimo lcznych |
wybranych szezepdw Bifidobacterium, przez rézne linie komér]
zostaly zupetnie pominiete we wnioskach.

cbrazuje  rdinice
nieinaktywowanym
Yy

recii cytokin dla
ywe, wyniki tych badan
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Pismiennictwo

Niestety brak numeracji cytowanych pozycji piSmiennict tére zajmuje 21 i p6t
strony, wiec jest niezwykle obszerne. Co wiecej, znakomita wieks * cytowanych pozycji
pochodzi z ostatnich dziesieciu lat i obejmuje aktualng wiedze na temat badawczy
Doktorantki. Ho$¢ cytowanej literatury wskazuje takze na niezwykie zaangaZowanie
naukowe Pani mgr inz Marceliny Pyclik w badanym temacie | czyni jg specjalistka w tym
obszarze wiedzy, co zastuguje na podkreslenie | uznanie.

Dorobek naukowy megr Marceliny Pyclik

Pani mgr inz Marcelina Pyclik jest autorem 8 petnotekstowych publikacji
w czasopismach naukowych o Swiatowym zasiegu, w tym plerwszym autorem w czterech
z nich, uzyskujgc przed doktoratem wysoki impact factor o wartosct 47,567, Dokitorantka
jest takze wspdélautorem trzech patentéw, ktore dotyczg tematéw badawezych innych niz
drobnoustroje probiotyczne, co wskazuje na Jej rozlegle zainteresowania naukowe.
Uczestniczyta réwniez w 12 konferencjach naukowych oraz bra

t w & projektach
badaweczych, z ktérych jeden t. grat Preludium z NCN kontynuuje jako kierownik obecnie.
Dodatkowo, Pani mgr inz, Marcelina Pyclik odbyta pieé zagranicznych stazy naukowych
oraz jest stypendystkg pr()grarm.l Bic-Lab pod patronat facii Fulbright,
stypendystkg  Amerykadskiego Towarzystwa Immunoclog Ei)yrek‘ioz‘a dla
najlepszych uoktoranmw. Wyrozmuna zostata przez Prez sta Wroctawia
w studenclkim programie stypendialnym.

Znaczgey dorobek Pani mgr inZz. Marceliny Pyclik wskazuje
niezwykle aktywng naukowo.

Uwagi
1) Tytul pracy powinien zawieral pelng nazwe ga

2} E,Eﬂ‘(.ty stosowane w pracy powinny by¢
zastosowaniu, np. OVA (Rozdziat Wstep, str. 19).

3} Liczne literowki, btedy interpunkeyjne, a nawet ortograficzne (Rozdziat Wstep, str.

a sie”}, brak roku cytowanej pracy {}\wumm We t;;:», str. 27, ,Badania

Stefka i wsp.), nieprawidiowe skréty {np. wspdlp. - stosowany jest

ich

i 'y’ P

SRrétwsp.)
4} Nieprawidiowe zastosowanie nazw - minerat to
chemiczny w stanie krystalicznym, naturalnie uks:

niezbedne sg sktadniki mineralne (Rozdzial Wstep, str. 26)

5} Nieprawidiowe sformutewania: ,wy?szy poziom v
w komdrkach tucznych” {Rozdziat Wstcgp, str. 273 -~

aktywnosel enzymdw proteolitycznych w komdérkach tucznych.
6) Nazwa ’s'mkromom, ktéra Doktorantka mepi_“a'vvia:i%-s';\/vzt‘;

mikrobioty we wstepie, okre$la zbidr genomdw drobn:
zbior mikroorganizmdw,
73 Niepatmebm i nlestosowane spolszezanie skrétu

PRSie).
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8) Niepoprawna odmiana czasownikéw w zdaniach w catej pracy (np. ...”umozliwia
bakterii manipulowa¢ tadunkiem na powierzchni komérki...” lub .."badane
antygeny wykazujg sie...”)

9) Niespodziewana numeracja wierszy na stronie 90.

Moje powyzsze uwagi wynikajg przede wszystkim z obowigzku recenzenta, nie maja
natomiast na celu umniejszenia jakoséci dysertacji, a szczeg6lnie jej wysokiej wartoSci
merytorycznej.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marceliny Pyclik na temat ,Charakterystyka
wtasciwosci immunomodulujgcych B. longum spp. longum CCM 7952 w leczeniu chordb
o podtozu alergicznym” speinia warunki okre$lone w art 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z poézn. zm.) 1 zawiera obszerny
materiat o duzej warto$ci naukowej. Doktorantka bardzo dobrze opanowata warsztat
badawczy a tematyka przediozonej mi do oceny Jej dysertacji doktorskiej stanowi istotny
wktad w rozwoj nauki. W zwigzku z tym zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o
dopuszczenie mgr inz. Marceliny Pyclik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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