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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Eweliny Iwan pt.”Ocena aktywnosci komorek

dendrytycznych u zwierzat zakazonych wirusem biataczki bydta (BLV)”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostalta wykonana pod
kierownictwem dr hab. Marii Szczotki w Panstwowym Instytucie
Weterynaryjnym, Panstwowym Instytucie Badawczym w Putawach i dotyczy
roli jaka peinig komoérki dendrytyczne w rozwoju infekcji wirusem biataczki
bydta, badanej jako zdolno$¢ do wytwarzania cytokin przez rozne populacje
komorek dendrytycznych. Komorki izolowano z krwi oraz réznych narzadow
limfatycznych bydta, nosicieli tego wirusa. Komorki dendrytyczne byly takze
zakazane BLV in vitro i ich odpowiedz na zakazenie wirusem byta takze
badana.

Komorki dendrytyczne, ktorych rola w odpowiedzi immunologicznej
organizmu ssakow byla wykryta pdzniej niz innych komorek immunologicznie
kompetentnych, budzg duze zainteresowanie immunologdéw, poniewaz sa one
odpowiedzialne za jako$¢ odpowiedzi immunologicznej. Uczestniczac w
rozwoju tolerancji na wlasne antygeny oraz w rozpoznaniu wszelkich
zewnetrznych i wewnetrznych zagrozen organizmu ,,dyryguja” rozwojem

prawidtowej odpowiedzi immunologicznej humoralnej i komoérkowe;j, lecz takze
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odpowiadajg za rozwdj choréb autoimmunologicznych. Modulacja ich
aktywnosci w réznych stanach patologicznych jest przedmiotem badan wielu
osrodkow  naukowych. Postuzyly tez do wytworzenia szczepionki
przeciwnowotworowej przez ,karmienie” komorek dendrytycznych antygenami
nowotworowymi in vitro i nastepnie podanie ich chorym osobom. W przypadku
biataczki bydta spowodowanej zakazeniem BLV rola komérek dendrytycznych
w reakcji uktadu odpornosciowego na wirusa i w ewentualnym rozwoju zmian
nowotworowych jest nieznana.

W te tematyke wpisuje si¢ doskonale rozprawa doktorska mgr Eweliny
Iwan.

Rozprawa ma typowy uktad dla pracy eksperymentalnej i obejmuje 128
stron maszynopisu zawierajacym Wstep, Cel pracy, Materialy i Metody,
Wyniki, Dyskusje i Wnioski. Jest ilustrowana licznymi schematami, tabelami,
wykresami i zdjeciami. Praca jest napisana tadnym i precyzyjnym jezykiem.
Zostata zredagowana bardzo starannie i w teks$cie nie ma powaznych usterek
jezykowych. Prezentacja graficzna wynikow jest dobrej jakosci. Rozprawa
zawiera komplet rozdzialow oraz odpowiednia dokumentacje wynikow.
Zaopatrzona jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem
stosowanych skrétéw.

Pierwsza cze$¢ pracy stanowi przeglad literaturowy, ktéry oceniam jako
bardzo dobry. Autorka przedstawita w nim takie zagadnienia jak: budowa
wirusa BLV, epidemiologi¢ tego wirusa i biataczki bydta. Za najwartosciowszy
uwazam rozdzial 2 dotyczacy komorek dendrytycznych, w ktorym Autorka
scharakteryzowata je, opisata ich funkcje 1 znaczenie w ukladzie
immunologicznym. Wysoko oceniam takze rozdziat 3, dotyczacy cytokin, gdyz
Autorka sposréd wielu informacji na ich temat wybrata najwazniejsze i
dotyczace bezposrednio pracy. Takie streszczenie szerokich wiadomosci jest

pewnego rodzaju umiejetnoscia, wynikajaca z wiedzy. Przeglad pismiennictwa



konczy opis telomerazy, telomeréw oraz ich roli w biologii komérki. Podobnie
jak poprzedni, ten rozdziat wprowadza czytelnika w osiggniecia ostatnich lat.

Na uznanie zasluguje takze umiejetne stosowanie cytowan pismiennictwa
naukowego. W calej rozprawie cytowanych jest ponad 260 prac, w
zdecydowanej wiekszos$ci opartej na najnowszej literaturze.

Jako cel swoich badan Autorka wybrata oceng sekrecji cytokin oraz poziomu
telomerazy i dlugosci telomeréw w populacjach komorek dendrytycznych
generowanych z krwi i tkanek limfatycznych zwierzat zakazonych wirusem
biataczki bydta. Cel sprecyzowany jest krotko, wyczerpujaco i jasno.

W rozdziale Materialy i Metody Autorka przedstawita bardzo szczegétowo
uzyte materialy i1 procedury badawcze. Sa one dobrze opisane, reprezentuja
uznane 1 nowoczesne standardy i umozliwiaja uzyskanie odpowiedniej jakosci
informacji naukowych. Chce zwrdci¢ uwage na réznorodnos$é¢ metod, ktore
Autorka stosowala w pracy. Sg to techniki hodowli komérkowych in vitro, w
tym generowanie komoérek dendrytycznych z monocytow krwi pod wplywem
cytokin, metody izolacji komoérek z narzadéow limfatycznych oraz rdéznych
subpopulacji komérek dendrytycznych z krwi. Poziom cytokin Autorka
oznaczata dwoma metodami, ELISA oraz cytometria przeptywows, stosowata
takze techniki biologii molekularnej i mikroskopowe przy wykrywaniu
prowirusa, poziomu telomerazy oraz mierzeniu dtugosci telomerdw.

Podsumowujac aspekty metodyczne tej pracy stwierdzam, ze jest ona
wzorcowa dla badan nad rolg komérek dendrytycznych w uktadzie
immunologicznym. Opanowanie réznorakich metod z pewnoscig zaowocuje w
przyszte] pracy naukowej Doktorantki. Autorka opanowata techniki, ktore
zwykle wykonywane sg przez wiele 0sob w zespotach badawczych.

Do istotnych osiagnie¢ tej pracy zaliczam metodologie pozwalajacg uzyskaé
z réznych zrédet komoérki dendrytyczne i ich hodowle in vitro. Do istotnych
osiggnie¢ zaliczam takze badania nad telomeraza i dlugoscia telomeréw w

komérkach zakazonych wirusem. Zastanawiajacy jest fakt, ze wraz ze wzrostem
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stezenia telomerazy idzie skrocenie dhugosci telomeréw, co wymaga dalszych
badan w celu wyjasnienia tego zjawiska. Potrzebne jest takze wyjasnienie,
dlaczego sa =zasadnicze roznice w poziomie wytwarzanych cytokin w
komorkach dendrytycznych zakazanych in vitro oraz pochodzacych od zwierzat
naturalnie zakazonych, Czy nie dotyczy to ,,wyczerpania” sieci cytokin krétko
po zakazeniu wirusem.

Bez watpienia silng strong pracy jest dyskusja wynikow badan. Jest ona
bardzo rozlegla, szczegolowa i wielowatkowa. Autorka pokazata w niej swojg
erudycje i umiejetnosé dyskusji z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy.
Wnhioski Autorka sformutowata zbyt doktadnie, w 11 punktach. W mojej opinii
powinny by¢ one bardziej ogdlne.

Autorka nie ustrzegta sie kilku niedociggnie¢. Po pierwsze, dlaczego na
wykresach nie wprowadzita danych odchylenia standardowego i istotnosci
statystyczne]. Wyszukiwanie tych informacji w tekscie jest duzym utrudnieniem
w ocenie wynikdw. Innym niedociggnigciem jest brak informacji czy hodowle
komorek dendrytycznych byty mieszaning komorek uzyskanych z kilku
osobnikéw, czy z kazdego zwierzecia osobno. Mieszane hodowle komorek
dendrytycznych moga skutkowaé zwigkszeniem produkcji cytokin po
wzajemnym rozpoznaniu sie komorek réznych osobnikéw. Dlaczego
supernatanty znad hodowli komorek poddawano liofilizacji. W réznych
miejscach sg informacje, ze poziom cytokin przeliczano na mililitr lub milion
komorek (str. 55). Ktoéra informacja jest prawdziwa. Dlaczego poziom
telomerazy podawany jest na mikrolitr zamiast na mililitr. Nie byloby tyle zer
po przecinku. Poza tym w pracy oznaczano poziom telomerazy a nie jej
aktywnos¢ enzymatyczng. Dlaczego istnieja takie duze réznice w poziomie IL-
6 i IL-12 w supernantach komérek dendrytycznych generowanych z monocytow
krwi, jesli poziom cytokin byl badany testem ELISA oraz cytometrig
przeptywowg (str. 73 i 82). Szkoda, ze Autorka nie badala wytwarzania

interferonu alfa przez komoérki dendrytyczne, bo wiadomo, ze jest on pierwsza
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linig obrony przeciwwirusowej a komorki dendrytyczne sa jego glownym
zrédtem w organizmie. Badata natomiast interferon gamma, ktéry jest
produkowany gtéwnie przez limfocyty Thl a nie komorki dendrytyczne.

Podsumowujac catoksztatt rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Iwan
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa reprezentuje dobry poziom
naukowy, wykazuje doglebng znajomos¢ problematyki 1 samodzielnosé
myslenia oraz opanowanie przez Autorke warsztatu naukowego. Uwagi
dotyczace pracy nie wptywaja na pozytywna koncowa jej ocene.

Na tej podstawie uznaje, ze rozprawa doktorska mgr Eweliny Iwan z
Instytutu Weterynaryjnego, Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach
odpowiada w pelni wymogom ustawowym stawianym rozprawom na stopien

doktorski i wnoszg o jej dopuszczenie do publicznej obrony.
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