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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Sztandery-Tymoczek,
zatytulowanej:
Biochemiczna charakterystyka oraz ocena potencjalnych wlasciwosci alergizujacych

fitopatogennych grzybow mikroskopijnych w badaniu in vitro

Praca doktorska mgr Moniki Sztandery-Tymoczek zostala wykonana w Instytucie
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej w Lublinie. Promotorem pracy
jest prof. dr hab. Agnieszka Szuster-Ciesielska.

Tematyka ocenianej pracy dotyczy potencjalnych zdolnosci do wywolania alergii
przez grzyby pasozytujace na roslinach, ktoérych zarodniki tatwo przenosza sie w powietrzu i
moga by¢ Zrédlem alergendéw. Te natomiast, mogg wywolywaé szereg powiktan zwigzanych z
ukladem oddechowym i innymi narzgdami, co stanowi wazny problem o zasiggu §wiatowym.
Trwaja nieustanne poszukiwania nowych potencjalnych alergenéw, opartych na nich testow
diagnostycznych i nowoczesnych terapii.

W ten nurt poszukiwan wpisujg si¢ badania prowadzone przez mgr Monike Sztandere-
Tymoczek. Podjela si¢ zadania oceny wybranych gatunkéw fitopatogennych grzybow
mikroskopijnych jako potencjalnych alergenéw. Nalezy uzna¢ te inicjatywe za wazne

poznawczo zadanie naukowe z potencjalem aplikacyjnym.

Rozprawa doktorska Pani Moniki Sztandery-Tymoczek zostata przygotowana w
formie manuskryptu w jezyku polskim. Zawiera 370 stron, a tre$¢ podzielono na 14 typowych
dla tego rodzaju opracowan rozdzialow. Zawarte opisy sa ilustrowane 162 rycinami i 6
tabelami. Bibliografia obejmuje 306 pozycji pismiennictwa i 20 Zrédel internetowych.

Wstep.,jest bardzo dobrym wprowadzeniem do tematyki rozwijanej w rozprawie,

opartym na przegla,dzie wielu pozycji z literatury przedmiotu, a wybdr publikacji $wiadczy o
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swobodnym poruszaniu si¢ Doktorantki w tematyce. Dobér i kolejno$é przedstawionych
tresci sa logiczne 1 wlasciwe. Wprowadza czytajacego rozprawe w zagadnienia zwigzane z
mechanizmami rozwoju alergii, diagnostykg i leczeniem tych zaburzef, ze szczegdélnym
uwzglednieniem roli grzybéw. Doktorantka przedstawita kluczowe informacje niezbedne do
zrozumienia celéw pracy i oceny uzyskanych wynikow.

Cele pracy sa opisane klarownie i zwig¢zle, w oparciu o dobrze zdefiniowang hipoteze.
Na podstawie aktualnej wiedzy, Doktorantka postawita hipoteze, ze powszechnie wystepujace
mikroskopijne grzyby fitopatogenne mogg by¢ potencjalng przyczyna reakcji prozapalnych
lezacych u podtoza alergii. Hipoteze weryfikowala realizujac postawione cele badawcze. Do
najwazniejszych zaliczyla identyfikacje i1 analize skladu kwaséw tluszczowych oraz
weglowodandw zarodnikéw fitopatogennych grzybéw mikroskopijnych. Cel nadrzedny
obejmowal analiz¢ potencjalnych zdolnosci surowych ekstraktow grzybowych do
indukowania odpowiedzi prozapalnej wobec komorek dwoéch linii komérkowych ludzkich
drég oddechowych, bedacych modelami in vifro komorek dolnych i gdérnych drog
oddechowych.

Mgr Monika Sztandera-Tymoczek zastosowala w swojej pracy szereg metod z zakresu
biochemii, biologii komorki, cytometrii przeptywowej, mikroskopii fluorescencyjnej, testy
immunoenzymatyczne oraz chromatografie gazowo-cieczows sprzezong ze spektrometrig
mas, ktore dokladnie opisano. Przedstawiono rdwniez zalozenia 1 schematy
przeprowadzonych analiz, co czyni prace przejrzysta i dopracowang metodologicznie. Na
uwage zasluguje dobra dokumentacja wynikdw, przedstawionych w postaci 148 rycin,
doktadnie opisanych. Prawidlowo zostaly dobrane testy laboratoryjne i odpowiednie kontrole.
Analiza i ocena wynikow badan swiadczy o dobrym opanowaniu przez doktorantke metodyki
badawczej stosowanej w do$wiadczeniach i wskazuje na Jej duza wiedze i umiejetnosdei w

tym zakresie.

Uzyskane wyniki doktorantka przedstawita na 170 stronach monografii. Poszczegdlne
gatunki grzybdw zostaly przedstawione osobno, w kazdym rozdziale opisano zbidr materiatu
do analiz, w tym kryteria jakimi kierowano si¢ przy wyborze poszczegblnych gatunkéw do
badan, mikroskopowsa 1 genetyczng identyfikacje grzybdw, przygotowanie ekstraktow
grzybowych, badane linie komodrkowe, wyniki biochemicznej identyfikacji kwasow
thuszczowych " i weglowodanow, cﬁromatograﬁi gazowo-cieczowej sprzezonej ze

spektrometrig mas, wyniki badania cytotoksycznos$ci, oceny apoptozy i nekrozy komorek oraz

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 41 104, faks: 22 55 41 106
e-mail: dziekan@biol.uw.edu.pl
http:/fwww.biol.uw.edu.pl



produkcji reaktywnych form tlenu, jak réwniez wyniki oceny stgzen cytokin oraz oznaczen
obecnodci markeréw integralnosci nablonka oddechowego. Takie przedstawienie wynikow
czyni je przejrzystymi, latwiejszymi do poréwnania. Na koncu kazdego rozdzialu
zamieszczono podsumowanie uzyskanych dla danego gatunku grzyba wynikoéw badan.

Doktorantka wykazata, ze profile kwasow ttuszczowych i weglowodandéw sa $cisle

okreslone dla poszczegolnych gatunkéw, moga wige stanowi¢ wazne narzgdzie
taksonomiczne.
Wykazata rowniez, ze spoéréd badanych o$miu surowych ekstraktoéw badanych grzybow
najwicksza aktywnos¢ cytotoksyczng wykazywaly trzy z nich, Erysiphe palczewskii, Erysiphe
convolvuli i Peronospora ficariae. Wnioski wysunigeto na podstawie zaleznej od stezenia, ich
zdolnosci do obnizania odsetka aktywnych metabolicznie komorek, jak rowniez do
zwigkszania odsetka komorek apoptotycznych i nekrotycznych. Doktorantka zaobserwowala,
ze wzrost odsetka komdrek w apoptozie i nekrozie dodatnio korelowal ze wzrostem produkcji
reaktywnych form tlenu, widocznym w obecnosci ekstraktéow badanych grzybow, co Jej
zdaniem moze by¢ przyczyna obserwowanej cytotoksycznosci.

Realizujac kolejny cel pracy, zaobserwowala wzrost stezenia cytokin prozapalnych,
IL-1B i GM-CSF oraz TNF-o w obecnodci trzech ekstraktow grzybowych. Na tej podstawie
wnioskowala, ze wyrdznione ekstrakty grzybowe moga posiada¢ potencjalne zdolnosci do
indukowania reakcji alergicznych. Wymaga to jednak dalszych badan. Jak Doktorantka
thumaczy obserwacje, ze nizsze stezenia niektérych ekstraktow powodowaly wigkszy wzrost
syntezy cytokin prozapalnych?

Inna wazna obserwacja dotyczy integralnosci nablonka drég oddechowych,
stanowigcego pierwsza lini¢ obrony przed wdychanymi skladnikami. Doktorantka
zaobserwowala zmniejszenie intensywnosci fluorescencji okludyny i E-katheryny, waznych
biatek, zwiazanych odpowiednio z polgczeniami $cistymi i przylegajacymi komorek. Sugeruje
wiec, ze wyroznione ekstrakty grzybowe moga zmniejsza¢ integralnos¢ komorek, zaburzajac
utrzymanie funkcji bariery komoérek nabtonkowych.

Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki nalezy zaliczy¢é wykazanie, ze badane
ekstrakty grzybowe 2z wyselekcjonowanych fitopatogennych grzybow mikroskopijnych,
pasozytujacych na powszechnie wystepujgcych roslinach, mogg mie¢ dzialanie prozapalne.
Doktorantka wnioskuje, ze moga wykazywacé dzialanie alergizujgce. Jest to wazna

obserwacja, ktérg nalezy potwierdzi¢ w dalszych badaniach. Czy Doktorantka, w oparciu o
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swoja wiedze oraz badania, moglaby zasugerowaé dalszy kierunek poszukiwan? Na jakie
parametry immunologiczne nalezy zwrdci¢ uwage?

Dyskusja zawiera podsumowanie uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacje na tle
literatury przedmiotu. Dyskusja napisana jest dojrzale i przejrzyscie. Doktorantka odnosi sie
do obszernego piSmiennictwa, konfrontuje wlasne wyniki z obserwacjami innych badaczy. Po
dyskusji z&mig:szczono podsumowanie, podkreslajace najwazniejsze osiagniecia.

Dysertacja napisana zostata starannie, mgr Monika Sztandera-Tymoczek w jasny
sposob przekazuje zalozenia pracy, wyniki i ich znaczenie w badaniach swiatowych. Trudno
tez doszuka¢ sie wiekszych uchybief edytorskich, poza nielicznymi literdwkami czy
niezrgcznymi sformutowaniami, jak komorki T, zamiast limfocyty T itp.

Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorska mgr Moniki Sztandery-Tymoczek
pozytywnie. Doktorantka posiada szerokg wiedze teoretyczng w tematyce badan. Wykazata
sie umiejetnoscig samodzielnego planowania i wykonywania do$wiadczen realizujgcych

zalozone cele oraz zdolno$cig do prawidlowego wyciggania wnioskow.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone przepisami Ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku, ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2018r. poz. 1668 z
pozniejszymi zmianami) oraz Ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajgce ustawe-
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z pdZniejszymi zmianami).
W zwigzku z tym, zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej w Lublinie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Moniki
Sztandery-Tymoczek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whioskuje réwniez o wyrdznienie pracy. Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego oraz wskazuje na ogélng wiedze teoretyczng i praktyczna Doktorantki
w zakresie prowadzonych badan. W rozprawie zawarto znaczacy zbior wynikow, z ktérych
znaczna cze$¢ zostala juz opublikowana i bedzie niewatpliwie inspiracjg do dalszych badan

dla innych badaczy.
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