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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Iwony Moniki Szopy pt.: ,,Opracowanie metod
aktywacji i réznicowania limfocytéw T izolowanych z krwi obwodowej pséw domowych
(Canis lupus familiaris)”, ktéra wykonala pod kierunkiem Pani dr hab. Malgorzaty

Gajewskiej, prof. SGGW w Katedrze Nauk Fizjologicznych Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Recenzja zostala wykonana na zlecenie Rady Dyscypliny Weterynaria SGGW, zgodnie z
pismem z dnia 2.12.2025 r. podpisanym przez Przewodniczacego Rady Dyscypliny
Weterynaria SGGW w Warszawie — dr hab. Tomasza Sadkowskiego, prof. SGGW.

I. Ogoélna ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Iwony Szopy opiera si¢ na dwéch opublikowanych
oryginalnych pracach naukowych. Z analizy dokumentacji przediozone]j przez Doktorantke
jednoznacznie wynika, ze w obu publikacjach petnita ona role pierwszego autora, a w jednej z
nich takze autora korespondencyjnego. Zakres jej udziatu w realizacji i powstaniu tych prac
zostat potwierdzony stosownymi o$wiadczeniami wszystkich wspétautoréw, co pozwala bez
watpliwosci stwierdzi¢, iz wkiad Doktorantki miat kluczowe znaczenie. Obie publikacje
ukazaly si¢ w renomowanych czasopismach naukowych znajdujacych sie na liscie JCR,
powszechnie uznawanych w dyscyplinie reprezentowanej przez Doktorantke. Ponizej
przedstawiono zestawienie prac wraz z danymi bibliometrycznymi oraz szczegdlowym

udzialem Doktorantki, zgodnie z zatgczonymi o$wiadczeniami:
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Szopa IM., Granica M., Bujak JK., Lab¢dz A., Btaszczyk M., Paulos CM.,
Majchrzak-Kuligowska K.: Effective Activation and Expansion of Canine
Lymphocytes Using a Novel Nano-Sized Magnetic Beads Approach. Front.
Immunol. 2021, 12: 604066 (IF2021 8,786; punkty MNiSW 140)

W publikacji tej Doktorantka opracowata koncepcje i projekt badan, sformutowata
hipotez¢ badawcza oraz okreslila cele badawcze, opracowata takze metodyke,
wykonata Iwiag cze$¢ doswiadczen (izolacja PBMC, hodowle komdrkowe,
aktywacja limfocytow T, analiza ekspresji genéw metoda real-time PCR, analizy
cytometryczne: poziom czasteczki CD25, proliferacja komérek, apoptoza, analiza
syntezy cytokin, fenotypu komorek pamigci, ekspansji limfocytow T). Ponadto
Doktorantka wykonala analize¢ statystyczna uzyskanych danych, przygotowata
ryciny, zinterpretowata wyniki, opracowata tekst publikacji oraz uczestniczyta w

procesie wydawniczym, udzielajac odpowiedzi na recenzje.

Szopa IM., Majchrzak-Kuligowska K., Pingwara R., Kulka M., Tasdemir M.,
Gajewska M.: A New Method of Canine CD4+ T Lymphocyte Differentiation
Towards the Th17 Phenotype with Analysis of Properties and Mitochondrial
Activity. Int. J. Mol. Sci. 2025, 26(10): 4946 (IF2025 4,9; punkty MNiSW 140)

Zgodnie z o$wiadczeniem Doktorantki, jej udzial w powstaniu pracy polegat na
opracowaniu koncepcji i projektu badan, a takze pozyskata finansowanie w ramach
programu Preludium NCN, ktérym kierowata. Sformutowata hipotezg, okreslita
cele badawcze, opracowata metodyke oraz przeprowadzita doswiadczenia, w
zakresie: izolacji PMBC, limfocytéw Th, hodowli komoérkowych, aktywacji i

réznicowania limfocytéw Th, analiz cytometrycznych dotyczacych analizy
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poziomu czgsteczki CD25, syntezy cytokin i poziomu czynnikéw transkrypcyjnych,

fenotypu komorek pamigci oraz funkcji mitochondrialnych, analizy metabolizmu
komorkowego metodg Seahorse. Ponadto Doktorantka przeprowadzila analize
statystyczng danych, przygotowala ryciny, zinterpretowata wyniki, opracowata
tekst manuskryptu, a takze udzielala odpowiedzi na recenzje w procesie

redakcyjnych.

Podsumowujgc oceng struktury i uktadu rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze
zostaly one zaprojektowane w sposob poprawny, logiczny i przejrzysty. Prace sktadajace si¢ na
cykl publikacji, stanowigcy podstawe rozprawy doktorskiej, tworza sp6jng cato$é zaréwno pod
wzgledem merytorycznym, jak i tematycznym, konsekwentnie realizujgc zalozony cel
badawczy. Analiza dokumentacji oraz treSci poszczegélnych publikacji jednoznacznie
wskazuje na wiodacg i kluczowa role Doktorantki na kazdym etapie realizacji badan, co nie
budzi zadnych watpliwosci. Calo$¢ pracy $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu

Doktorantki do samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

IL. Ocena celu pracy

Celem pracy bylo opracowanie metod aktywacji i ekspansji psich limfocytow T
izolowanych z krwi obwodowej oraz okreslenie warunkéw niezbednych do réznicowania
limfocytow pomocniczych w kierunku fenotypu Th17. Cele szczegétowe okreslono jako:

1) Opracowanie i optymalizacja warunkow aktywacji psi limfocytéw T w warunkach in
vitro, ze szczegOlnym uwzglednieniem wplywu okreslonych typéw mikrokulek
magnetycznych;

2) Okreslenie wptywu proporcji mikrokulek magnetycznych do liczby komorek na
skutecznos¢ aktywacji psich limfocytéw izolowanych z krwi obwodowej, ich zdolnos¢

do proliferacji, indukcj¢ apoptozy oraz nabywanie fenotypu pamiegci;
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3) Ocena wptywu stymulacji psich limfocytow na synteze cytokin efektorowych oraz
aktywacje wybranych szlakéw sygnatowych;

4) Okreslenie wplywu temperatury na skuteczno$¢ aktywacji psich limfocytow
izolowanych z krwi obwodowej;

5) Okreslenie optymalnej proporcji mikrokulek magnetycznych do liczby psich
limfocytéw T CD4+ w celu ich efektywnej aktywacji z zachowaniem wysokiej
zywotnosci;

6) Opracowanie protokotu réznicowania psich limfocytéw T CD4+ w kierunku fenotypu
w warunkach in vitro;

7) Zbadanie wplywu modulatorow szlaku Wnt/S-katenina (indometacyna, TWSS119,
XAV939) na proces réznicowania psich limfocytéw Thl7;

8) Scharakteryzowanie fenotypowych i metabolicznych cech psich limfocytow Thl17

réznicowanych z zastosowaniem modulatoréw szlaku Wnt/f-katenina.

Nalezy stwierdzié, ze wyniki zaprezentowane w publikacjach stanowigcych podstawe
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Iwony Szopy w sposdb kompletny i spdjny realizuja
zalozone cele badawcze, a jednoczes$nie odpowiadaja najwyzszym wymaganiom stawianym
pracom naukowym. Uzyskane rezultaty cechuja si¢ wysoka jakoscig merytoryczna,
rzetelnoscia metodologiczng oraz poprawnoscia interpretacyjna, co potwierdza ich znaczaca
wartos¢ naukows.

Warto zwréci¢ uwage na fakt, ze badania dotyczace opracowania metod aktywacji i
ekspansji psich limfocytéw T sa unikatowe i wcigz niewiele jest prac tak kompleksowo
rozwigzujacych metodyczne i merytoryczne problemy zwigzane z wiasciwym opracowaniem
tego warto$ciowego materiatu badawczego. Opracowana przez Doktorantke metoda umozliwia
uzyskanie komoérek o bardzo wysokiej jakosci biologicznej, charakteryzujgcych sie zdolnoscia
do intensywnej proliferacji, wysoka zywotnoscig oraz zachowang funkcjonalnoscig. Co
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szczegllnie istotne, jest to metoda o najwyzszej jak dotad opisanej w pismiennictwie
efektywnosci, stanowigca niewatpliwie istotny postep metodologiczny w tej dziedzinie.
Uzyskane wyniki w sposéb znaczacy poszerzaja aktualny stan wiedzy na temat biologii psich
limfocytéw T, a jednoczesnie posiadaja wyrazny i bardzo obiecujacy potencjat aplikacyjny, w
szczegblnodci w kontekscie rozwoju adoptywnej immunoterapii weterynaryjnej. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje réwniez trafny wybor modelu badawczego — pies stanowi niezwykle
wartosciowy i coraz szerzej doceniany model w badaniach immunoonkologicznych, przede
wszystkim ze wzgledu na duze podobienistwo ukladu odpornosciowego pséw i ludzi. W
okreslonych aspektach model psi wykazuje nawet przewage nad klasycznie stosowanymi
modelami gryzoni (mysz, szczur), gdyz nowotwory u psOw rozwijaja sie najczesciej
spontanicznie, a czgstos¢ ich wystgpowania wzrasta wraz z wiekiem, co w sposéb bardziej
wierny odzwierciedla warunki kliniczne obserwowane u ludzi. Zaleta jest takze podobny
stopief odpowiedzi na leczenie. Z tych wzgledéw zaproponowane podejscie badawcze nalezy
uzna¢ za wyjatkowo trafne, nowatorskie i zastugujace na dalszy rozwdj oraz poglebione
badania.

Prace cechuje dojrzale podejscie Doktorantki do tematu, zaréwno w aspektach
metodycznych, jak i merytorycznych, dlatego tez uwazam, ze jest ona $wiadectwem dojrzatosci

naukowej i dobrego przygotowania do pracy naukowe;.

III.  Ocena merytoryczna pracy z oméwieniem poszczegélnych prac skladajacych sie

na rozprawe doktorska

Praca 1: Szopa IM., Granica M., Bujak JK., Labedz A., Blaszczyk M., Paulos CM., Majchrzak-
Kuligowska K.: Effective Activation and Expansion of Canine Lymphocytes Using a Novel
Nano-Sized Magnetic Beads Approach. Front. Immunol. 2021, 12: 604066
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Praca dotyczy opracowania i optymalizacji nowej, skutecznej metody aktywacji oraz ekspansji
limfocytow T izolowanych z krwi obwodowej pséw z wykorzystaniem nanoczasteczek
magnetycznych pelnigcych rolg sztucznych komoérek prezentujgcych antygen. Autorzy, z
dominujacg rola Doktorantki, koncentrujg si¢ na przezwycigzeniu ograniczen dotychczas
stosowanych podejs¢, ktdre — w przeciwienstwie do dobrze scharakteryzowanych protokotow
ludzkich — cechujg sie niskg efektywnoscig w przypadku komoérek psich. W pracy wykazano,
ze zastosowanie kulek magnetycznych oplaszczonych przeciwcialami anty-CD3 1 anty-CD28
umozliwia szybka i wydajng aktywacje¢ psich limfocytow T, prowadzac do ich proliferacji,
zachowania wysokiej zywotnosci oraz pelnej funkcjonalnosci efektorowej. Ponadto
szczegOlowo przeanalizowano warunki stymulacji, w tym silg¢ sygnalu aktywacyjnego i
temperature hodowli, oraz pordwnano nowa metode z klasyczng stymulacjg mitogenem,
wykazujac jej wyrazne zalety. Praca podkresla znaczenie psa jako warto$ciowego modelu w
immunoonkologii i medycynie poréwnawczej oraz wskazuje na potencjalne zastosowanie
opracowanej platformy zaré6wno w badaniach podstawowych, jak i w rozwoju adoptywnej
immunoterapii weterynaryjnej oraz projektowaniu nowoczesnych badan klinicznych u ludzi.

Chcac nawigza¢ naukowa dyskusje z Doktorantka, ciekawa jestem opinii, jakie sg gléwne

ograniczenia opracowane] platformy ekspansji psich limfocytéw T w kontekscie ijej

potencjalnego zastosowania klinicznego w adoptywnej immunoterapii, oraz jakie dalsze

modyfikacje metody uwaza Pani za kluczowe dla zwiekszenia jej translacyjnego znaczenia —

zarOwno w medycynie weterynaryjnej, jak 1 porOwnawcze?

Praca 2: Szopa IM., Majchrzak-Kuligowska K., Pingwara R., Kulka M., Tasdemir M.,
Gajewska M.: A New Method of Canine CD4+ T Lymphocyte Differentiation Towards the Thl7
Phenotype with Analysis of Properties and Mitochondrial Activity. Int. J. Mol. Sci. 2025,
26(10): 4946
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Praca opisuje opracowanie skutecznego protokotu aktywacji i réznicowania psich limfocytéw
T CD4* w kierunku fenotypu Thl7, a takze na identyfikacji mechanizméw molekularnych
regulujacych ten proces. Szczegdlna uwage poswigcono roli szlaku sygnatowego Wnt/B-
katenina w modulowaniu efektywnosci réznicowania komérek Th17. W pracy wykazano, ze
odpowiednia stymulacja komoérek T z wykorzystaniem kulek magnetycznych oraz modyfikacja
warunkéw hodowli, w tym farmakologiczne hamowanie szlaku Wnt/B-katenina, istotnie
zwigkszajg produkcje IL-17 i sprzyjaja zmianom metabolicznym charakterystycznym dla
komoérek Thl7. Uzyskane wyniki dostarczajg nowych informacji na temat biologii psich
limfocytéw Th17 oraz podkreslaja potencjat psa jako modelu w medycynie poréwnawczej i

badaniach nad immunoterapiami opartymi na komorkach. Jestem ciekawa, jakie znaczenie —

zdaniem Doktorantki - ma modulacja szlaku Wnt/B-katenina dla stabilnoéci i funkcjonalnosci

uzyskanych limfocytéw Thl7 u pséw in vivo, oraz jakie sa potencjalne ograniczenia

przeniesienia opracowanego protokotu do zastosowan terapeutycznych w immunoterapii

nowotworéw?

Na podstawie prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Pani mgr inz. Iwona
Szopa sformutowala nastepujace wnioski:

1) Zastosowanie mikrokulek magnetycznych pokrytych przeciwciatami skierowanymi
przeciwko CD3 i CD8 skutecznie indukuje aktywacje psich limfocytow T in vitro,
a efektywno$¢ metody aktywacji zalezy od rodzaju komérek znajdujgcych soe w
hodowli in vitro;

2) Limfocyty Th wyizolowane z krwi obwodowej psow mozna skutecznie réznicowaé
do fenotypu komorek Thl7, stosujac opracowany protokédt oparty na aktywacji
limfocytéw T CD4+ z zastosowaniem mikrokulek magnetycznych oraz hodowli w
odpowiednie pozywce rdznicujacej;

3) Zahamowanie szlaku Wnt/B-katenina przez indometacyne wspiera réznicowanie

limfocytéw Th17, a uzycie TSW119 hamuje ten proces;
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4) Uzyskano komoérki zdolne do proliferacji, o wysokiej zywotnosci i funkcjonalnoscei.

Whnioski zostaly wyciagniete wlasciwie, zgodnie ze sztuka, nie sg one prze-
interpretowane, a odpowiadaja zalozonym celom i wynikom badan. Cato$¢ przeprowadzona
jest w sposob konsekwentny i rzetelny oraz merytorycznie uzasadniony. Jednoczesnie zwracam
szczegblng uwage na podjety temat badawezy, ktory jest unikatowy i bardzo wazny dla rozwoju
medycyny translacyjnej. Poszukiwanie dobrych modeli to nieustajagca droga do postepu i
dobrych jakosciowo badan naukowych, stuzacych nowym terapiom w shuzbie zwierzetom i
ludziom. Praca jest dobrym $wiadectwem przygotowania Doktorantki do samodzielnej pracy

naukowej.

IV.  Ocena koncowa pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Iwony Moniki Szopy pt. ,.Opracowanie metod
aktywacji i réznicowania limfocytow T izolowanych z krwi obwodowej pséw domowych (Canis
lupus familiaris)” jest autonomicznym, nowatorskim i merytorycznie bardzo warto$ciowym
opracowaniem waznego zagadnienia badawczego. Przedstawiona praca charakteryzuje sie
wysokim poziomem naukowym, a przyjete cele badawcze sg ambitne, jasno okreslone i w petni
zrealizowane w sposéb logiczny i konsekwentny. Zaprezentowane wnioski sg przemy$lane,
oryginalne i adekwatne do postawionych probleméw badawczych, a jednoczesnie stanowig
istotny wklad w rozwdj wiedzy w danej dyscyplinie. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje
rowniez wyrazny potencjal aplikacyjny uzyskanych wynikoéw, ktory nadaje przeprowadzonym
badaniom wymiar praktyczny i zwigksza ich znaczenie naukowe.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Iwony Moniki Szopy pt.: ,,Opracowanie
metod aktywacji i réznicowania limfocytow T izolowanych z krwi obwodowej pséw domowych
(Canis lupus familiaris) ”, ktéra wykonata pod kierunkiem Pani dr hab. Malgorzaty Gajewskiej,
prof. SGGW w Katedrze Nauk Fizjologicznych Instytutu Medycyny Weterynaryjnej Szkoty

Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie spelnia wszystkie warunki okreslone w art.
8
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187 ust. 11 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z

2024 r., poz. 1571). Wnosz¢ zatem o dopuszczenie Pani mgr inz. Iwony Moniki Szopy do

dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na bardzo wysoka jakos$¢ przedstawionej mi do oceny rozprawy

doktorskiej, a w szczegolnosci:

podjecie interesujacego, niszowego, a jednocze$nie jasno 1 precyzyjnie
zdefiniowanego problemu badawczego;

zastosowanie wlasciwego, spdjnego i kompleksowego podejscia metodologicznego,
adekwatnego do postawionych celow;

sformulowanie trafnych i logicznych wnioskéw, w pelni odpowiadajacych
zalozeniom pracy, popartych umiejetng i krytyczng dyskusja wynikow;

wysoki poziom bieglosci w przygotowywaniu manuskryptéw naukowych
publikowanych w renomowanych czasopismach specjalistycznych;

wyrazny potencjal aplikacyjny przeprowadzonych badan, podkreslajgcy ich

praktyczne znaczenie.

wnioskuje o stosowne wyréznienie.
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