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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Wrébel
pt. ,Przeciwwirusowa i immunomodulujgca aktywnosé¢ bydlecej laktoferyny

wobec Entferovirus eibovi — badania in vitro”.

Przedstawiona do recenzji rozprawe doktorskg wykonano w Katedrze Mikrobiologii i
Immunologii Klinicznej Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warmirisko-
Mazurskiego w Olsztynie, pod kierunkiem Pani promotor dr hab. Joanny Mataczewskiej,
prof. UWM oraz Pani promotor pomocniczej dr inz. Edyty Kaczorek-Fukowskiej. Podstawe
formalng wykonania niniejszej recenzji stanowi Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny

Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 12 grudnia 2025 r.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme zbioru opublikowanych
dwoch artykutéw naukowych, spéjnych tematycznie. W obydwu publikacjach mgr inz.
Malgorzata Wrobel jest pierwszg autorks oraz autorka korespondencyjng. Sumaryczny impact
factor (IF) publikacji wynosi 9, a suma punktéw zgodnie z wykazem czasopism ministra

wiasciwego ds. nauki wynosi 340.

Cykl publikacji:
1, Wrébel, M., Mataczewska, J., & Kaczorek-F.ukowska, E. (2022). Antiviral effect of bovine
lactoferrin against Enterovirus E. Molecules, 27(17), 5569.

https://doi.org/10.3390/molecules27175569. (IF: 4,6; punkty: 140)

Wkiad merytoryczny Doktorantki wskazany w oswiadczeniu obejmuje: opracowanie
koncepcji badan, opracowanie metod, przeprowadzenie analiz laboratoryjnych, opracowanie 1
interpretacje wynikéw i ich wizualizacje, przygotowanie manuskryptu oraz odpowiedzi na
recenzje.

2. Wrobel, M., Kaczorek-Lukowska, E., Baranski, W., & Malaczewska, J. (2025). Bovine

lactoferrin modulates the in vitro activity of bovine peripheral blood leukocytes infected with



Enterovirus eibovi. Journal of Dairy Science. https://doi.org/10.3168/ds.2025- 27150 (IF:
4.4; punkty: 200)

Kopia tej publikacja zawarta w rozprawie doktorskiej opatrzona jest adnotacjg ,.Arficle in
press-uncorrected proof”. Obecnie praca jest opublikowana, jej dane bibliograficzne: J Dairy
Sci. 2026, 109(1), 671-689. doi: 10.3168/jds.2025-27150.

Wkiad merytoryczny Doktorantki wskazany w os$wiadczeniu obejmuje: opracowanie
koncepcji badari i przeprowadzenie eksperymentow, statystyczng i wizualng analize wynikow,
przygotowanie manuskryptu oraz odpowiedzi na recenzje.

Do cyklu publikacji zostaly dolgczone streszczenia w jgzyku polskim i angielskim,
autoreferat, o§wiadczenia Pani promotor, Pani promotor pomocnicze] oraz Doktorantki
dotyczace rozprawy doktorskiej, a takze o$wiadczenia Doktorantki i wspblautoréw dotyczgce
publikacji, ktore uwzgledniaja opisowy udzial poszczegdlnych 0séb w przeprowadzonych

badaniach oraz w przygotowaniu artykutéw.

Choroby wirusowe zwierzat stanowig aktualny i istotny problem terapeutyczny,
uwagi na ograniczenie lub brak mozliwosci stosowania lekow przeciwwirusowych. Od 9
lutego 2023 1. obowiazuje Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2022/1255 z dnia 19
lipca 2022 1. okreslajace s$rodki przeciwdrobnoustrojowe Jub - grupy srodkow
przeciwdrobnoustrojowych zarezerwowane do leczenia niektorych zakazeh u ludzi zgodnie z
Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/6. To rozporzadzenie
wprowadzito zakaz stosowania u zwierzat niektérych lekow przeciwdrobnoustrojowych, w
tym lekéw przeciwwirusowych, ze wzgledu na interes zdrowia publicznego. W przypadku
bydla i innych zwierzat, ktérych tkanki lub produkty mogg by¢ przeznaczone do spozycia
przez ludzi, sytuacja jest jeszcze bardziej skomplikowana, ze wzgledu na konieczno$é
przestrzegania regulacji prawnych zwigzanych 2z bezpieczenstwem czlowieka jako
konsumenta produktéw pochodzenia zwierzgcego. Stgd potrzeba poszukiwania
alternatywnych rozwigzan w tym zakresie. Laktoferyna, wielofunkeyjna glikoproteina z grupy
transferyn, obecna w plynach ustrojowych, wydzielinach i wydalinach organizmu zwierzat,
jest jednym z elementdw obrony nieswoistej. Wykazuje m.in.  dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe i immunomodulujgce. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci laktoferyna
jest obiecujacym celem badan w kontekscie infekcji wirusowych. Zakazenia Enterovirus
eibovi (EV-E) u bydta zwykle maja przebieg subkliniczny, jednak potencjal chorobotworcezy

wirusa moze mieé¢ znaczenie u zwierzat mtodych czy z obnizong odpornoscia.



W tym kontekscie, wybér tematu badan jest aktualny, uzasadniony i bardzo interesujacy z

naukowego punktu widzenia, réwnoczesnie zawierajgc w sobie istotny potencjal praktyczny.

Rozprawg doktorska stanowi cykl dwoch publikacji. Pierwsza z nich dotyczy oceny
przeciwwirusowego dziatania bydlecej laktoferyny (bLF) przeciwko Enterovirus eibovi.
Druga publikacja dotyczy oceny immunomodulujgcego dzialania bLF wobec
jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC) bydta zakazonych EV-E.

We wstepie, w obydwu publikacjach, Doktorantka umiejgtnie wprowadza w temat
badari, réwnoczesnie uzasadniajge ich podjecie, a takze wskazujgc cel badan. We wstepie
pierwszej publikacji Doktorantka dokonuje charakterystyki badanego wirusa, w tym jego
potencjatu chorobotwérczego. Wskazuje rowniez na wazny aspekt zwigzany trudnosciami
terapeutycznymi infekcji wirusowych u zwierzat. Doktorantka syntetycznie charakteryzuje
bLF, ze szczegdluym uwzglednieniem jej dziatania przeciwwirusowego. We wstgpie drugiej
publikacji Doktorantka scharakteryzowata badany wirus, uwzgledniajac jego wplyw oraz
innych enterowiruséw na uklad odpornosciowy. W odniesieniu do bLF, Doktorantka skupita
sic na aspektach zwigzanych z wplywem immunomodulujagcym. Uwzglednita réwniez
aspekty dziatania przeciwwirusowego bLF,

Zatem, wstgpy w ww. publikacjach to umiejgtne, merytoryczne wprowadzenie w
temat badan oraz ich uzasadnienie, zaréwno od strony wyboru do badan laktoferyny, jak i
wirusa. Podjety przez Doktorantke problem naukowy jest prawidtowo sformutowany i bardzo
aktualny. Ta cze§¢ w publikacjach $wiadezy o doglebnym przemysleniu tematu przez

Doktorantke oraz ¢ jej bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym.

Do realizacji celéw badan =zostala dobrana odpowiednia metodyka (badania
przeprowadzono w warunkach in vifro).
Oceny przeciwwirusowego dziatania bLF (pierwsza publikacja) dokonano poprzez:
przeprowadzenie testu hamowania efektu  cytopatycznego; okredlenie  dzialania
wirusobdjczego (test neutralizacji wirusa); ustalenie etapu cyklu replikacyjnego, w ktorym
dziata bLF (test redukcji miana wirusa). W badaniach wykorzystano ustalong linig
komédrkowa nerki bydia Madin-Darby (MDBK). Oznaczono rdwniez wewnatrzkomérkowe
wirusowe RNA metodg ilosciowego PCR z odwrotng transkrypcjg (RT-qPCR).
Oceny immunomodulujacego dziatania bLF wobec PBMC bydla zakazonych EV-E (druga
publikacja) dokonano poprzez oceng wplywu bLF na: Zywotno$é komdrek; aktywnosé

proliferacyjng komorek niezakazonych oraz zakazonych EV-E stymulowanych mitogenami
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(konkanawaling A — ConA lub lipopolisacharydem z E. coli — LPS); aktywnoéé komorek
fagocytujgeych niezakazonych oraz zakazonych EV-E; sktad i proporcje subpopulacji
limfocytéw (CD4*, CD8*, CD4*/CD8*, WC1*, CD21%); ekspresie genow cytokin (JL2, IL10,
IFNe, IFNB, IFNy, IL18, TNFa, IL6) i czynnika transkrypcyjnego NFxB. Do oceny
zywotnoéci PBMC, aktywnosci proliferacyjnej limfocytow oraz aktywnodci  komorek
fagocytujgcych uzyto testow spektrofotometrycznych: testu redukcji MTT, testu potencjalnej
aktywnosci bojezej — PKA, testu aktywnosci wybuchu tlenowego — RBA. Skiad i proporcie
subpopulacji limfocytow zostaly oznaczone przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych metodg
cytometrii przeptywowej. Ekspresj¢ genéw cytokin oznaczono metodg RT-gPCR. Wplyw
bLF na immunofenotypowanie limfocytéw oraz na ekspresje genow byt oznaczany zarOwno
dla komérek niestymulowanych, jak i stymulowanych mitogenami.

Przyjety schemat doswiadczen zostat bardzo dobrze zaplanowany, a metodyka badaf
umiejetnie dobrana pod katem realizacji zalozonych celéw naukowych. Doktorantka
wykorzystala w swoich badaniach szeroki wachlarz metod, w tym nowoczesnych. Tak szeroki
zakres badafi wymaga starannego zaplanowania i wykonania czesci eksperymentalnej, co
potwierdza biegtosé Doktorantki w postugiwaniu sig réznymi metodami badawczymi, a takze
$wiadczy o przygotowaniu Doktorantki do samodzielnego prowadzenia badan naukowych

réwniez od strony organizacyjne;.

Odpowiednio zaplanowane i przeprowadzone do$wiadczenia pozwolily na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw badan. Wyniki zostaly poddane odpowiedniej analizie statystyczne;
metoda jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). W drugie] publikacji dodatkowo
oceniono réwniez korelacie miedzy ekspresja genéw a czgstoscia wystepowania
poszczegdlnych subpopulacji limfocytow, co jest bardzo interesujgcym uzupeinieniem analizy
wynik6éw. Wyniki badai zostaly umiejetnie zinterpretowane i zaprezentowane w bardzo
czytelny i staranny sposéb, co nie jest latwe przy tak duzej liczbie danych. W drugiej
publikacji Doktorantka dodatkowo zamiescita tabele (tab. 4), ktéra jest podsumowaniem
dziatania bLF na aktywnos¢ PBMC, co jest bardzo pomocne przy zapoznawaniu si¢ z

wynikami badan.

W czesciach publikacji, ktére stanowia ,Dyskusj¢” Doktorantka umiejgtnie
konfrontuje wyniki swoich badan z wynikami innych autoréw. Temat badai, zardwno w
aspekcie dzialania przeciwwirusowego, jak i immunomodulujgcego, jest skomplikowany 1
nietatwy do interpretacji. W takiej sytuacji prowadzenie dyskusji jest szczegélnie trudnym
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wyzwaniem, z ktérym Doktorantka poradzita sobie bardzo dobrze. Dyskusje prowadzone sa
w sposéb logiczny i dojrzaly. Sposéb ich prowadzenia $wiadczy o bardzo dobrym
przygotowaniu merytorycznym Doktorantki, jej duzej wiedzy teoretycznej.

Zarbwno w dyskusjach, jak i we wstepach publikacji, Doktorantka odnosi sig do
obszernego, wlaciwie dobranego pi$miennictwa, zwigzanego z problematyka badan.
Doktorantka odnosi sie do najnowszych publikacji, ale réwniez do prac starszych. Przy
publikowaniu badan czasem pojawia si¢ nacisk na to, aby cytowane publikacje pochodzily z
ostatnich kilku-kilkunastu lat. Prowadzi to do pomijania tekstow zrédiowych, co wediug
mnie, nie jest rzetelnym podejsciem naukowym. Natomiast w recenzowanej pracy
Doktorantka odnosi sie nie tylko do najnowszych publikacji, ale réwniez do starszych,

zrodtowych artykutéw, co potwierdza jej rzetelnos¢ naukowa.

W oparciu o uzyskane wyniki badan Doktorantka sformulowata uzasadnione wnioski.
Najwazniejsze z nich to stwierdzenie, ze bLF hamuje replikacj¢ EV-E na wezesnym etapie
(adsorbcja) jak i pdzniejszych etapach infekcji 1 moze dawa¢ pewien stopien ochrony przed
EV-E (publikacja pierwsza) oraz wykazanie réznic w immunomodulujgcym dzialaniu
pomigdzy niskimi a wyzszymi stezeniami bLF (publikacja druga). Niskie stezenia,
odpowiadajace fizjologicznym, zwigkszajg ekspresj¢ interferondw typu I 1 /L2, co sugeruje
korzystng role bLF we wczesnej odpowiedzi przeciwwirusowe;j. Wstze stezenia bLF
zwigkszajg ekspresje IL10, chroniac komérki immunologiczne przed nadmierng stymulacja.
Zatem zalozone cele pracy zostaly osiagniete. Wnioski z przeprowadzonych badar niosg ze
sobg nie tylko duza warto$é poznawcza, ale tez znaczny potencjal praktyczny. Ponadto,
badania te moga stanowié¢ punkt wyjscia do kolejnych planéw naukowych, na co rowniez

Doktorantka zwraca uwage w publikacjach.

Ze wzgledu na to, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, ktérg stanowi
cykl publikacji, zostala bardzo starannie opracowana oraz ze manuskrypty podlegaly juz
merytoryczaym recenzjom, po zapoznaniu si¢ z pracg przedstawiam jedynie nastgpujgce
komentarze/pytania odnoszace si¢ do drugiej publikacji.

- W opisie wynikéw oraz w tab. 4 odnotowano spadek odsetka limfocytow WCI™ po
stymulacji ConA dla bLF w st¢zeniach 1 oraz 25 pg/ml. Tymczasem Fig. 6B wskazuje spadek
odsetka limfocytéw WC17* dla bLF w stezeniach 1 oraz 10 pg/ml. Zatem, czy poza stezeniem

1 pg/ml, spadek odsetka limfocytow WC1* odnotowano dla stgzenia 10 czy 25 ig/ml?



- Fig. 7A oraz tab. 4 wskazujg, ze bLF w st¢zeniu 10 i 25 pg/ml zwieksza ekspresj¢ [FNa w
komérkach stymulowanych ConA. Natomiast w opisie wynikéw jest mowa o wzroscie
ekspresji IFNp.

- W tab. 4 w odniesieniu do niestymulowanych komérek, wzrost ekspresji IFNe i IFNp
powinien by¢ zaznaczony dla stgzefi 112,5 ng/ml, a zaznaczono dla stezen 2,51 5 pg/ml.

- Brak informacji o serotypie E. coli, z ktorej pochodzit zastosowany lipopolisacharyd (LPS).

Wyzej wymienione uwagi nie wptywaja na bardzo wysoka ocene pracy.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie aktualnego i interesujgcego problemu naukowego, potwierdza ogélna wiedzg
teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie weterynaria oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Doktorantka wykonata bardzo interesujgcg pracg badawczg, o
duzej wartosci merytorycznej. Wykazala bardzo dobra znajomos¢ metodyki badan oraz
umiejetno$é ich zaplanowania i przeprowadzenia. Sformutowane wnioski posiadajg istotne
znaczenie naukowe oraz potencjal praktyczny.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Malgorzaty Wrébel pt.
Przeciwwirusowa i immunomodulujgca aktywno$¢ bydlecej laktoferyny wobec Enterovirus
eibovi — badania in vitro” spelnia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2024 poz. 1571 z pézn. zm.) i
moze stanowi¢ podstawe do nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk
weterynaryjnych w dyscyplinie weterynaria. Zatem, zwracam si¢ z wnioskiem do Rady
Naukowej Dyscypliny Weterynaria UWM w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz.
Malgorzaty Wrébel do publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

Ze wzgledu na oryginalno$¢ i aktualno$¢ tematu badawczego, bardzo szeroki zakres
przeprowadzonych badafi o wysokiej wartosci naukowej, potwierdzonej publikacjami w
czasopismach naukowych o bardzo wysokich wskaznikach bibliometrycznych, zwracam sig
do Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w

Olsztynie o wyr6znienie recenzowanej pracy doktorskiej.
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