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Recenzja rozprawy na stopien naukowy doktora
magister Pauliny Kowalczyk
» Wplyw otylosci indukowanej dieta wysokotluszczowa na reakcje nadwrazliwos$ci
kontaktowej mediowanej przez komorki NK u myszy”

Jako recenzent Rozprawy na Stopienn Naukowy Doktora, autorstwa magister Pauliny
Kowalczyk, wykonanej w Katedrze Biologii Medycznej Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, ktorej promotorem jest Profesor dr hab. Marian Szczepanik, pragne podkresli¢
$miato$¢ i wage tematu podjetego przez Doktorantke.

Poznanie roli mikrobiomu jelitowego jako regulatora funkcji uktadu immunologicznego
stanowi jedno z wazniejszych odkry¢ ostatniej dekady. Wykorzystanie nowoczesnych technik
wysokoprzepustowego sekwencjonowania umozliwito pokazanie réznorodnosci i ztozonosci
flory jelitowej w niedostepny do tej spory sposob. Dopiero zaczynamy rozumieé, jak
mikrokosmos organizméw jelitowych oraz ich produktow wplywa na funkcjonowanie catego
organizmu. Dwa kluczowe aspekty oddzialywania mikrobiomu jelitowego, ktore zostaly
dobitnie wykazane, to jego wptyw na funkcje uktadu odpornosciowego, oraz znaczenie dla
regulacji gospodarki lipidowej i rozwoju tkanki tluszczowej. Wszystkie te zjawiska sa
podejmowane w rozprawie magister Pauliny Kowalczyk. Z przyjemnoscia stwierdzam, iz
przedstawiona mi Rozprawa jest $wietnym przyktadem, w jaki sposob nowoczesny naukowiec
moze polaczy¢ te tak wazne obecnie zagadnienia, czyli rozwdj reakcji immunologicznej, stan
mikrobiomu jelitowego oraz role diety, tkanki thuszczowej i otytosci. Doktorantka w swoim
projekcie wykazala unikalng zdolno$¢ do syntezy rdéznych metod badawczych, od
zawansowanych modeli analizy immunologicznej, ztozonych badan molekularnych oraz
technik oceny stanu gospodarki lipidowej. Moge $miato zaliczy¢ mgr Kowalczyk do
ekskluzywnego grona naukowcow zdolnych do polaczenia i translacji tak szerokiego typu
metod badawczych i danych eksperymentalnych. Dlatego szczegdlnie wysoko oceniam
przedstawione w niniejszej Pracy Doktorskiej badania jako przyktad unikalnego i bardzo
interdyscyplinarnego podejscia. Taki profil badan bardzo dobrze wpisuje si¢ w tradycje
projektow prowadzonych w zespole Profesora Mariana Szczepanika, wiodacej pod wzgledem
jakosci 1 ztozono$ci prowadzonych przez siebie badan immunologicznych polskiej grupy
badawczej.
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Rozprawa obejmuje tacznie 108 stron tekstu i podzielona zostata na 6 gtéwnych rozdziatow:
Wstep, Cel pracy i problemy badawcze, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski.
Rozprawa zawiera 3 tabele, oraz 23 ryciny zawierajace wyniki oryginalne. Tekst obejmuje tez
2 schematy utatwiajgce zrozumienie przebiegu doswiadczen. Tabele, ryciny i schematy zostaty
przedstawione bezposrednio przy odpowiadajagcym im tek$cie Rozprawy. Taki sposob
organizacji znacznie utatwia interpretacje przedstawionych wynikow. Pismiennictwo obejmuje
270 pozycji, w przewazajacej Czg¢sci prac oryginalnych i, za wyjatkiem 1 pozycji,
anglojezycznych. Referencje utozone zostaty wedlug kolejnosci pojawiania si¢ ich w tekscie.
Cytowane publikacje sg trafnie dobrane, co bylo nietatwe, bo literatura dotyczaca mikrobiomu
i jego wptywu na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego jest bardzo rozlegta. Wymienione
pozycje piSmiennicze sg trafne i prezentujg obecny stan wiedzy, co dowodzi, iz Doktorantka
jest bardzo dobrze zorientowana w aktualnej literaturze dotyczacej tematu Rozprawy.

Wstep Rozprawy dobrze ilustruje wage badan nad mechanizmami regulujacymi rozwoj reakcji
nadwrazliwo$ci kontaktowej, oraz szczegodlnej roli jaka moga odgrywaé w tym zakresie
komorki NK. Doktorantka przedstawia rowniez wyniki dotychczasowych badania nad dieta,
otytoscig i mikrobiomem jako potencjalnymi regulatorami funkcji limfocytow NK. Nie mam
zadnych watpliwosci, iz Doktorantka $wietnie orientuje si¢ w tych zagadnieniach. Mechanizmy
reakcji nadwrazliwosci kontaktowej od przynajmniej kilkunastu lat sa przedmiotem
intensywnych badan Katedry Biologii Medycznej Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod kierownictwem Prof. Szczepanika i przyniosty szereg bardzo znaczacych
odkry¢, oraz wybitnych publikacji. Ciagle jednak, celem pelnego zrozumienia wszystkich
aspektow rozwoju nadwrazliwosci kontaktowej, konieczne sg dalsze prace, ktdre pozwola
poznawac ztozone mechanizmy tej reakcji i regulujace je uwarunkowania. Doktorantka jest w
pelni swiadoma tego faktu i bardzo dobrze przedstawia zarowno uznane modele dziatania
badanych przez siebie reakcji, jak i nowe dane, znaczaco poszerzajace ten obraz. Caly Wstep
ma przejrzysty 1 logiczny uktad, stanowigc bardzo udane wprowadzenie do dalszych czgsci

rozprawy.

Zalozenia i cele pracy sa ambitne, adekwatne do aktualnego stanu wiedzy i stanowia bardzo
logiczna konsekwencje wczesniejszych odkry¢ zespotu Prof. Szczepanika. W rozdziale
,Materialy i metody” Autorka zawarla opis wybranego modelu badawczego, uzyskanych
probek do badan, metodyki przeprowadzonych eksperymentéw, oraz liste i protokoty
szerokiego spektrum metod wykorzystanych celem uzyskania i analizy danych. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje fakt, iz wykorzystane metody zostaty opisane bardzo doktadnie, z
dbatoscig o szczegbdly i1 niuanse techniczne, co dowodzi znakomitego warsztatu Doktorantki.
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona rzetelnie 1 adekwatnie do zatozen badania.

Kolejny rozdziat, Wyniki, obejmuje opis rezultatow przeprowadzonych analiz. Doktorantka
uzyskatla bardzo szeroki zakres danych uzyskanych w przeprowadzonych do$wiadczeniach nad
rolg limfocytow NK w rozwoju nadwrazliwosci kontaktowej. Na szczegolne podkreslenie
zastuguje dobor modelu badawczego, tj. przeprowadzenie analiz z wykorzystaniem myszy
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Ragl-/-. Myszy te sg genetycznie pozbawione limfocytow T i B. W ten sposob wykorzystany
zostal $wietny model dla badania pozostalych komorek biorgcych udziat w rozwoju
nadwrazliwo$ci kontaktowej, w tym przede wszystkim limfocytéw NK. Autorka umiejetnie
postuzyta si¢ caltym panelem badan i eksperymentow celem wykazania roli diety, otytosci oraz
mikrobiomu jako regulatorow funkcji limfocytéw NK oraz przebiegu nadwrazliwosci
kontaktowej.

Mam nastgpujace pytania odno$nie rozdziatu ,,Wyniki”:

1. Doktorantka pokazuje nasilenie reakcji nadwrazliwo$ci kontaktowej u myszy Ragl -
/- poddanych diecie wysokotluszczowej, np. w zakresie obrzeku uszu czy
zwigkszeniu przepuszczalnosci naczyn, w porownaniu do myszy na diecie
kontrolnej. Zauwazalne jest jednak, iz sama dieta wysokottuszczowa prowadzi do
znaczacego nasilenia tych samych parametréow, nawet bez wywolywania reakcji
nadwrazliwos$ci kontaktowej (np. Ryc. 4.1B, czy Ryc. 4.3). Czy wzgledne nasilenie
reakcji nadwrazliwos$ci  kontaktowej, tzn. ponad przyrosty parametrow
spowodowane przez samg diet¢ wysokottuszczowa, nadal jest znamiennie wigksze
niz analogiczne zmiany u myszy Rag1l-/- na diecie kontrolnej?

2. Znamienne nasilenie parametrow reakcji nadwrazliwosci kontaktowej u myszy
Ragl-/- poddanych diecie wysokotluszczowej w poréwnaniu do myszy na diecie
kontrolnej byly obecne po 8 tygodniach diety, nie byly za$ po 4 tygodniach diety.
Gdyby myszy Ragl-/- byly poddane diecie wysokotluszczowej przez 4 tygodnie, a
nastepnie przez 4 tygodnie przywrdcona bylaby dieta normalna, to czy reakcja
nadwrazliwosci kontaktowej bylaby u takich myszy znamiennie silniejsza niz u
myszy bedacych przez cate 8 tygodni jedynie na diecie kontrolnej?

W rozdziale Dyskusja Autorka przeprowadzita analiz¢ uzyskanych wynikow. Na szczegodlne
wyroznienie zastuge swoboda Doktorantki w omawianiu wynikow, pomimo rozleglego zakresu
przeprowadzonych do$wiadczen i imponujacej liczby uzyskanych wynikow. Opisanie przez
Autorke nasilenie zjawiska nadwrazliwosci kontaktowej u myszy Ragl-/- w wyniku otytosci
indukowanej dietg, w mechanizmie zaleznym od watrobowych limfocytow NK to nowe i
nieznane dotad zjawisko. Nie mam watpliwosci, iz recenzowana Rozprawa ma charakter
nowatorski i stanowi istotny wktad w reprezentowang dziedzing nauki, a zidentyfikowanie
mechanizmy modulacji reakcji nadwrazliwosci kontaktowej stanowia istotne i znaczace
odkrycie.

Rozdzial poswiecony Whnioskom jest rzetelnym odzwierciedleniem uzyskanych wynikoéw w
kontekscie zatozen pracy. Wydzielenie Wykazu wybranych skrotow, oraz spis schematow,
rycin i tabel utatwiajg orientacje w tekscie. Na wyroznienie zastuguje schludnos¢, klarowno$é
i estetyka calej Rozprawy. Niestety, Doktorantka nie ustrzegta si¢ dos¢ licznych literowek,
obecnych nawet we Whnioskach i w Streszczeniu. Na szczgécie te drobne niedociggnigcia nie
wplywaja na zrozumienie tekstu. Przedstawiona praca ukazuje talent Autorki nie tylko w
zakresie pracy naukowej i laboratoryjnej, ale takze jako autora umiejacego przejrzyscie
przekazaé tematyke i wyniki swoich trudnych i rozlegtych badan.
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W podsumowaniu recenzji mam przyjemnos¢ stwierdzi¢, iz rozprawa magister Pauliny
Kowalczyk spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom na stopien doktora i Stawiam
whniosek o dopuszczenie Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
wnioskuj¢ o wyrdznienie tej Pracy Doktorskie;j.

Z powaZaniem
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