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Ocena rozprawy doktorskiej pani mgr Magdaleny Jurczak
zatytulowanej ,,Szczepionka BCG jako immunomodulator wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej

dzieci na antygeny wirusowych patogenéw droég oddechowych”.

Rozprawa zostata przygotowana pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Druszczynskiej. Jej podstawe stanowia
cztery publikacje — dwie prace doswiadczalne oraz dwie prace przegladowe, bedace bardzo dobrym
wprowadzeniem do podjetej tematyki rozprawy, a takze ulatwiajace dyskusje uzyskanych wynikow. Rozprawa
zostata uzupekiona o zwigzly, lecz wyczerpujacy wstep, a takze przedstawienie hipotezy badawczej, celow
pracy, zastosowanych metod oraz syntetyczne omowienie otrzymanych wynikow wraz z ich podsumowaniem
i koncowymi wnioskami. Do rozprawy dotaczono o$wiadczenia wspotautoroéw publikacji, jednoznacznie
wskazujace na kluczowa role Doktorantki w opracowaniu koncepcji badan, realizacji czesci do§wiadczalnej,

analizie wynikow oraz przygotowaniu manuskryptow.

Rozprawa doktorska pani mgr M. Jurczak dotyczy zjawiska ,,trenowania” komoérek odpornosci wrodzonej,
prowadzacego do ich szybszej i bardziej efektywnej odpowiedzi na czynniki patogenne. Podstawe pracy
stanowig publikacje opisujace zwigzek szczepienia BCG z obnizong zachorowalno$cia i umieralno$cia, a takze
wskazujace, ze zywe pratki BCG sg silnym induktorem zmian epigenetycznych i metabolicznych
zachodzacych w trenowanych komorkach, ktére modulujg ich immunoreaktywno$¢, z jednej strony
przyczyniajac si¢ do skuteczniejszego zwalczania zakazenia, z drugiej za$ ograniczajac nadmierng aktywacje
mechanizmoéw obronnych. Istotnym aspektem omawianego zjawiska jest fakt, ze zmiany te obejmujg rowniez
komorki macierzyste szpiku kostnego i wigzg si¢ z rozwojem tzw. pamieci funkcjonalnej. W opublikowanych
pracach przegladowych, §wiadczacych o szerokiej wiedzy Doktorantki, zwrocono takze uwage na doniesienia
dotyczace znaczenia trenowania komorek indukowanego szczepieniem BCG nie tylko w przebiegu zakazen
(w tym wirusowych), lecz rowniez w chorobach nowotworowych oraz autoimmunizacyjnych. Ponadto
wskazano na potencjalna role wewnatrzkomérkowego receptora NOD2, rozpoznajacego struktury $ciany

komorkowej pratkow, w regulacji tego procesu.
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Celem pracy Pani mgr Jurczak byla weryfikacja hipotezy zaktadajacej, ze podanie noworodkom szczepionki
BCG moze prowadzi¢ do dhugotrwatych zmian w reaktywnosci komorek odpornosci wrodzonej na czynniki
patogenne. Projekt stanowil czgsciowo probe wyjasnienia niejednoznacznych doniesien dotyczacych
protekcyjnego dziatania szczepienia BCG w kontekscie zakazen wirusem RSV oraz SARS-CoV-2. Mocng
strong badan byto skoncentrowanie si¢ na populacji pacjentow pediatrycznych. W pracy Doktorantka
wykorzystata model krwi pelnej. Materiat badawczy stanowita krew zdrowych dzieci w wieku 6-12 lat,
zaszczepionych BCG w pierwszej dobie zycia. Komorki poddawano dwudobowej stymulacji zywymi
pratkami BCG, mieszaning peptydow wirusa SARS-CoV-2 lub RSV, a takze prowadzono eksperymenty z
jednoczesna ko-stymulacja BCG i peptydami wirusowymi. Analizie poddano ekspresje wybranych cytokin
pro- i przeciwzapalnych, interferondéw oraz receptoréw powierzchniowych (CD14, HLA-DR, CDI1b,
CD206), i cz wewnatrzkomoérkowego receptora NOD2, zaangazowanego w rozpoznawanie muramylopeptydu
(MDP) pochodzenia pratkowego, ale mogacego rowniez oddziatywaé z jednoniciowym RNA wirusow.
Uzyskane wyniki analizowano w czterech podgrupach, uwzgledniajacych iloSciowy status serologiczny
przeciwcial anty-RSV oraz anty-SARS-CoV-2. W pracy zastosowano metody odpowiednie do oceny stezen
przeciwcial i cytokin w surowicy oraz ptynach pohodowlanych (ELISA), analizy ekspresji genow (RT-PCR),
identyfikacji polimorfizméw genu NOD2 (PCR-RFLP) oraz oceny ekspresji receptoréw powierzchniowych

(cytometria przeptywowa).

W pracy wykazano, ze komorki dzieci immunizowanych BCG reaguja na stymulacje pratkami, wydzielajac
interferony oraz zwigkszajac ekspresj¢ mRNA cytokin pro- i przeciwzapalnych, a takze receptorow CD14,
HLA-DR i NOD2, przy braku jednoznacznych cech polaryzacji makrofagéw. Jak zaznaczyla Doktorantka,
uzyskane wyniki nalezy jednak interpretowac z ostroznoscia, poniewaz brak grupy kontrolnej obejmujacej
komorki dzieci nieszczepionych BCG istotnie ogranicza mozliwo$¢ jednoznacznego przypisania
obserwowanych zmian efektowi szczepienia. Na szczegdlng uwage zastuguje obserwacja statystycznie
istotnego wzrostu wydzielania interferonu alfa i gamma oraz ekspresji mRNA IFN-y w komorkach dzieci
seropozytywnych wzgledem RSV lub SARS-CoV-2, stymulowanych antygenami RSV w obecnosci zywych
pratkow BCG w poréwnaniu do komoérek stymulowanych tylko preparatami wirusowymi. Wynik ten moze
wskazywa¢ na potencjalny udziat BCG w modulacji odpowiedzi przeciwwirusowej, zwlaszcza w konteksScie
wspomnianych przez p. mgr Jurczak doniesien literaturowych o obnizonej produkcji interferondw w
zakazeniach RSV. Jednoczeénie, w warunkach ko-stymulacji BCG i RSV zaobserwowano takze nasilenie
ekspresji cytokin pro- i przeciwzapalnych oraz wzrost ekspresji receptoréw NOD2 i CD14, co wskazuje na
szerokg modulacj¢ odpowiedzi wrodzonej. Obserwowane roznice w odpowiedzi po stymulacji komorek BCG
1 antygenami wirusowymi sugeruja, ze efekt immunomodulacyjny BCG moze by¢ zalezny od rodzaju bodzca

infekcyjnego jak i statusu serologicznego.
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Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pozwala stwierdzi¢, ze Pani magister Magdalena
Jurczak spelnia wymagania stawiane kandydatom do stopnia doktora. Opublikowane prace przegladowe
s$wiadczg o tym, iz Doktorantka posiada szeroka wiedze teoretyczng dotyczacg tematyki rozprawy,
wykorzystang do sformutowania hipotezy badawczej oraz zaplanowania sposobu jej weryfikacji. Pani magister
Jurczak wykazata si¢ umiejetno$ciag prowadzenia badan naukowych, ich analizy oraz formutowania wnioskow,
a takze zdolnos$cig do konfrontowania uzyskanych wynikéw z doniesieniami innych zespotéw badawczych.
Autorka wykazata si¢ réwniez duza dojrzatoscia naukowa oraz krytycznym podejsciem do uzyskanych
wynikow, wskazujac na kilka istotnych ograniczen pracy, przede wszystkim stosunkowo niewielka liczebno$¢

grupy pacjentdw oraz brak grupy kontrolnej obejmujacej osoby nieimmunizowane szczepionka BCG.
Lektura pracy sktonita mnie do zadania Doktorantce nastepujacych pytan:

1. Stymulacje komoérek prowadzono w obecnosci autologicznego osocza — czy mozna wykluczy¢, ze
przeciwciata anty-RSV lub anty-SARS-CoV-2 neutralizuja antygeny wirusowe, blokujac ich wplyw
na stymulacje komorek? Czy przeprowadzono analize odpowiedzi komorek u dzieci réznigcych sie
poziomem przeciwcial?

2. Czy dostgpne sg publikacje wskazujace w modelu zwierzgcym, na mozliwo$¢ przeniesienia zjawiska
»wytrenowania” komorek odpornosci wrodzonej z jednego osobnika na drugi?

3. Co zawieral preparat SARS-CoV-2 uzyty do stymulacji komorek?

4. Na jakiej podstawie zastosowano takie a nie inne dawki stymulatoréw i czas inkubacji?

5. W pracy zaznaczono, ze aby efekt ,,trenowania” byl dlugotrwaty, zmiany powinny dotyczy¢
komorek macierzystych szpiku kostnego. W jaki sposdb moze dochodzi¢ do kontaktu z komorkami
szpiku po §rodskornym podaniu zywych pratkow? Jak dlugo pratki utrzymuja si¢ w organizmie? Czy
Ltrenowanie” wymaga bezposredniego kontaktu komoérek z BCG?

6. Czy podjeto probe zgromadzenia grupy odniesienia obejmujgcej dzieci nieszczepione BCG?

7. Jaka byla przyczyna wykluczenia z badania dzieci hospitalizowanych z powodu RSV lub SARS-
CoV-2?

W pracy natknetam si¢ na drobne btedy (np. podanie w jednej z publikacji, ze komorki stymulowano dawka
peptydow SARS-CoV-2 wynoszaca 1 mg/ml, a w innej — 1 ug/ml, czy tez wskazanie w tekscie jednej
publikacji btednej liczby pacjentéw oraz niepotrzebne zamieszczenie sekwencji starter6w zar6wno w

tekscie, jak 1 w tabeli). Jednak te drobne uchybienia nie wplywaja na wysoka ocene pracy.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Mgr Magdaleny Jurczak spelnia

warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
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72018 1. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnioskuje do Komisji UL do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie mgr Magdaleny Jurczak do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne".
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