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z dnia 15 lipca 2022r
o przeprowadzenie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego

w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie! weterynaria

Okreslenie osiggnigcia naukowego bedacego podstawg ubiegania si¢ o nadanie stopnia
doktora habilitowanego
»OKkreslenie roli larwalnych antygenéw Toxocara canis w przebiegu toksokarozy”

Whnioskuj¢ — na podstawie art. 221 ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 zm.) — aby komisja habilitacyjna podejmowata
uchwate w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w glosowaniu tajnym/jawnym*2

Zostatem poinformowany, ze:

Administratorem w odniesieniu do danych osobowych pozyskanych w ramach postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego jest Przewodniczgcy Rady Doskonatosci Naukowej
z siedzibg w Warszawie (pl. Defilad 1, XXIV pietro, 00-901 Warszawa).

Kontakt za posrednictwem e-mail: kancelaria@rdn.gov.pl , tel. 22 656 60 98 lub w siedzibie organu.
Dane osobowe bedq przetwarzane w oparciu o przestanke wskazang w art. 6 ust. 1 lit. ¢
Rozporzqdzenia UE 2016/679 z dnia z dnia 27 kwietnia 2016 r. w zwigzku z art. 220 - 221 orazart.
232 — 240 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, w celu
przeprowadzenie postgpowania o nadanie stopnia doktora habilitowanego oraz realizacji praw i
obowigzkow oraz srodkow odwolawczych przewidzianych w tym postepowaniu.

Szczegotowa informacja na temat przetwarzania danych osobowych w postepowaniu dostepna jest
na stronie www.rdn.gov.pl/klauzula-informacyjna-rodo.html

(podpis wnioskodawcy)
Zalaczniki:

! Klasyfikacja dziedzin i dyscyplin wg. rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20 wrze$nia
2018 r. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin w zakresie sztuki (Dz. U. z 2018 r. poz.
1818).
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1. Imie¢ i nazwisko

Ewa Anna Dhugosz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2003 — magister inzynier biotechnologii w zakresie biotechnologii w produkcji i ochronie
zdrowia zwierzat; Miedzywydziatlowe Studium Biotechnologii, Szkota Giéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.

2008. 04. 23 - doktor nauk weterynaryjnych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Szkota
Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Stezenia wybranych cytokin u chomikéw syryjskich
immunizowanych metaloproteinaza 7 Ancylostoma ceylanicum i zarazanych larwami
inwazyjnymi tego nicienia”, promotor pracy: prof. dr hab. Halina Wedrychowicz, (stopien
uzyskany z wyrdznieniem).

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych

Od 1. 07. 2008 adiunkt w Zaktadzie Parazytologii i Chordb Inwazyjnych w Katedrze Nauk
Przedklinicznych, Instytut Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Glowna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.

4, Omowienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.)

4.1  Osiagniecie naukowe pt. ,,Okreslenie roli larwalnych antygenéw Toxocara canis
w przebiegu toksokarozy” tworzy jednotematyczny cykl nastepujacych publikacji
oryginalnych:

l. Dlugosz E, Wasyl K, Klockiewicz M, Wisniewski M. Toxocara canis mucins
among other excretory-secretory antigens induce in vitro secretion of cytokines by
mouse splenocytes. Parasitology Research, 2015, 114:3365-3371, DOI:
10.1007/s00436-015-4561-5. (30 pkt MNiSW 2015, IF2015 = 2,027)

Moj udzial w powstawaniu pracy (80%) polegal na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu wigkszosci
doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Jestem autorem korespondencyjnym pracy.

Il. Dlugosz E, Wisniewski M. Toxocara canis glycans influence antigen recognition by
mouse 1gG1 and IgM antibodies. Acta Parasitologica, 2016, 61 (1):191-194. DOI:
10.1515/ap-2016-0026. (20 pkt MNiSW 2016, IF2016 = 1,16)

Moj udzial w powstawaniu pracy (80%) polegat na, opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu wigkszosci



doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Jestem autorem korespondencyjnym pracy.

[1l. Dlugosz E, Basataj K, Zawistowska-Deniziak A. Cytokine production and signalling in
human THP-1 macrophages is dependent on Toxocara canis glycans. Parasitology
Research, 2019, 118 (10):2925-2933. DOI:10.1007/s00436-019-06405-8. (70 pkt
MNISW 2019, IF2019 = 1,641)

Moj udzial w powstawaniu pracy (85%) polegal na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu wigkszosci
doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Jestem autorem korespondencyjnym pracy.

IV. Dhlugosz E, Milewska M, Baska P. Identification of Toxocara canis antigen-interacting
partners by yeast two-hybrid assay and a putative mechanism of these host—parasite
interactions. Pathogens, 2021, 10 (8):949. DOI:10.3390/pathogens10080949. (100 pkt
MNISW 2021, IF2021 = 4,531)

Moj udzial w powstawaniu pracy (80%) polegalt na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu czesci
doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.
Jestem autorem korespondencyjnym pracy.

Laczna punktacja prac wchodzacych w sklad jednotematycznego cyklu publikacji (zgodnie
z rokiem wydania):

- wg listy czasopism punktowanych MNIE: 220
- faczny wspotezynnik IF: 9,359
- faczna liczba cytowan (na podstawie bazy Web of Science Core Collection) - 36

Kopie publikacji oraz o$§wiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego
Znich w powstanie pracy znajduja si¢ odpowiednio w zatgcznikach 5 i 6 do Whniosku
0 przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.

4.2  Wprowadzenie

Glista psia, Toxocara canis jest powszechnie wystepujagcym nicieniem pasozytujacym
u pséw. Jaja pasozyta sg inwazyjne dla wielu gatunkéw ssakoéw réwniez dla czlowieka.
Toksokaroza jest chorobg odzwierzeca rozpowszechniong na catym $wiecie [1]. Wedlug
najnowszych badan globalny wskaznik seroprewalencji szacowany jest na 19% [2]. Podczas
inwazji larwy pasozyta migruja w tkankach Zywiciela unikajac ataku immunologicznego
zywiciela przez wiele miesigcy, a nawet lat. Ich obecnos¢ w réznych tkankach, prowadzi do
rozwoju zespotow klinicznych takich jak: larwa wedrujaca trzewna (VLM), larwa wedrujaca
oczna (OLM) oraz neurotoksokaroza mozgowa (NT). Jednak najczestszym zespolem
chorobowym, a zarazem najtrudniejszym do zdiagnozowania jest toksokaroza ukryta (CT)
z wieloma niespecyficznymi objawami, takimi jak bole stawow, powigkszenie weztow
chlonnych, goraczka lub bole glowy. Larwy nicieni z rodzaju Toxocara przyczyniajg si¢



rowniez do rozwoju chorob alergicznych, w tym astmy, przewlektej pokrzywki lub obrzgku
naczynioruchowego [3]-[5].

W trakcie inwazji larwy uwalniajg znaczne iloSci antygenow ekskrecyjno-sekrecyjnych
(TES — T. canis Excretory-Secretory antigens), wynoszace okoto 1% masy ich ciala na dobg
[6]. Gtownymi sktadnikami wydzielanych antygenow sa glikoproteiny. Frakcja TES-120
zawiera O-glikozylowane mucyny [7], [8], natomiast TES-32 i TES-70 zostaty
zidentyfikowane jako lektyny typu C: Tc-CTL-1 [9] (Loukas et al., 1999) i Tc-CTL-4 [10]
(Loukas et al., 2000), a TES-26 jako biatko wigzace fosfatydyloetanoloaming [11]. Gtowna rola
mucyn zawartych we frakcji TES-120 jest tworzenie ptaszcza powierzchniowego larw [12].
Chronig one pasozyta przed atakiem przeciwciat i eozynofiléw. Po zwigzaniu tych czasteczek
przez komoérki odpornos$ciowe caly ptaszez powierzchniowy jest usuwany i zastepowany nowa
warstwg mucyn [13]. Prawdopodobnie w obronie pasozyta przed uktadem odporno$ciowym
zywiciela bierze réwniez udzial czasteczka Tc-CTL-1. Biatko to jest podobne do ludzkich
lektyn typu C al. receptor mannozowy czy E-selektyna, ktore biorg udzial w odpowiedzi
immunologicznej. Tc-CTL-1 moze hamowa¢ naciek leukocytow poprzez wigzanie si¢ do
selektyn na $rodbtonku naczyn krwiono$nych [14] (Loukas i Maizels, 2000).

Wiele badan dotyczacych interakcji pomigdzy larwami T. canis a uktadem
immunologicznym zywiciela pochodzi z doswiadczen przeprowadzonych na mysim modelu
toksokarozy [4], [15], [16]. Doniesienia te wskazuja, ze w trakcie inwazji dominuje odpowiedz
typu Th2, w ktorej dochodzi do produkcji IL-4 i IL-5, zahamowania wydzielania TNF-a. oraz
podwyzszenia stezenia cytokin regulatorowych IL- 10 i TGF-f [15], [17]. Silna odpowiedZ typu
Th2 utatwia rozwdj inwazji i rozprzestrzenienie larw pasozyta w réznych tkankach, ale
jednoczes$nie chroni myszy przed rozwojem cigzkiej patologii w ptucach [16].

4.3  Uzasadnienie tematyki podjetych badan

e W pordwnaniu do innych waznych pasozytow, informacje na temat interakcji pomigdzy
zywicielem a pasozytem w przebiegu toksokarozy sg skape. Glista psia jest okreslana
przez naukowcow jako ,.enigmatyczny pasozyt” [18] (Smith et al., 2009), stad potrzeba
przeprowadzenia doglebnych badan dotyczacych tego nicienia.

e Toksokaroza stanowi rzeczywisty problem zdrowotny dotyczacy ludzi na catym $wiecie
1z tego powodu zostala dodana przez Centrum Kontroli i Prewencji Chorob (CDC) do
listy tzw. Lekcewazonych inwazji pasozytniczych.

e Pasozyty z rodzaju Toxocara przyczyniaja si¢ do rozwoju patologii ptuc, w tym astmy
oraz innych choréb o podtozu alergicznym [3]-[5], [19].

e (Odpowiedz immunologiczna rozwijajaca si¢ podczas inwazji T. canis nie zostata
szczegdtowo scharakteryzowana.

e Szlaki sygnalowe w komoérkach stymulowanych antygenami T. canis nie zostaly
opisane

e Nasze rozumienie etiologii i przebiegu choroby jest ograniczone z powodu
niedostatecznego zrozumienia interakcji miedzy zywicielem a pasozytem.

4.4  Szczegoélowe cele badawcze:

1. Okre$lenie wptywu antygendéw T. canis na produkcje cytokin przez mysie splenocyty
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2. Zbadanie roli reszt cukrowych antygendow w interakcji z przeciwciatami
specyficznymi dla larwalnych antygenow

3. Okreslenie wplywu glikoprotein na produkcje cytokin i na przebieg szlakow
sygnatowych w ludzkich makrofagach

4. Wytypowanie ludzkich biatek wigzacych si¢ z antygenami pasozyta i potencjalnych
mechanizmow interakcji pasozyt-zywiciel.

4.5  Syntetyczne omowienie publikacji stanowiacych osiagniecie badawcze

4.5.1 OKkreslenie wplywu antygenow T. canis na produkcje cytokin przez mysie splenocyty

Zaplanowane badania przeprowadzitam z wykorzystaniem laboratoryjnego modelu
toksokarozy, czyli myszy BALB/c zarazonych inwazyjnymi jajami T. canis. Prace badawcze
rozpoczelam od dopracowania metodyki izolacji i warunkow hodowli larw L3 w celu
pozyskiwana larwalnych antygenéw TES. Jednoczesnie sklonowatam sekwencje cDNA
kodujace cztery pasozytnicze mucyny — Tc-MUC-2, Tc-MUC-3, Tc-MUC-4 i Tc-MUC-5
w wektorze ekspresyjnym pPICZa w celu ich ekspresji w drozdzach Pichia pastoris.
Oczyszczone rekombinowane mucyny jak rowniez natywne antygeny TES postuzyly do
stymulacji splenocytow izolowanych z myszy BALB/c 21 dni po zrazeniu inwazyjnymi jajami
T. canis oraz z niezarazonych myszy, ktore stanowity grupe kontrolng. Stezenie wydzielonych
do pozywki cytokin okreslitam wykorzystujac metod¢ ELISA.

Komorki zarazonych zwierzat wydzielaty I1L-4 1 IL-5, cytokiny charakterystyczne dla
odpowiedzi typu Th2, ale rowniez IL-10, cytoking o wtasciwosciach immunoregulujacych.
Dodatek mitogenu do hodowli skutkowal produkcjg INF-y i IL-17, ktora byla jednak istotnie
wyzsza w hodowli komorek izolowanych ze zwierzat kontrolnych. Stymulacja splenocytow
izolowanych z zarazonych myszy antygenami TES lub mucynami dodatkowo zwigkszyta
wydzielanie IL-4 i IL-5, ale réwniez prozapalnej cytokiny IL-6 i regulatorowej TGF-p.
Antygeny TES zahamowatly natomiast produkcje TNF-a. Co ciekawe, komorki zwierzat
kontrolnych stymulowane antygenami TES i mitogenem produkowaty wiecej IL-6 i 1L-17 niz
komorki zwierzat zarazonych.

Badania potwierdzily wcze$niejsze obserwacje, ktore dowiodly, ze w przebiegu
toksokarozy dochodzi do rozwoju odpowiedzi Th2 z jednoczesng produkcjag IL-10 i TGF-p
[15]-[17], [20]. Ponadto, stwierdzitam, ze w 21 dniu inwazji nie dochodzi do produkcji I1L-17,
pomimo wydzielania IL-6 i TGF-p, ktore sg niezbedne do réznicowania limfocytow Th17 [21].
Zaobserwowalam réwniez, ze rekombinowane mucyny s3 w stanie stymulowa¢ produkcje
cytokin przez mysie splenocyty, jednak z mniejsza efektywnoscia w porownaniu do antygenow
TES. Antygeny TES stymulowaly ponadto sekrecj¢ cytokin przez komodrki myszy
niezarazonych, co §wiadczy o ich wysokim potencjale immunomodulacyjnym.

Przedstawione wyniki zostaly opisane w pracy ‘““Toxocara canis mucins among other
excretory-secretory antigens induce in vitro secretion of cytokines by mouse splenocytes”.
Dhugosz E, Wasyl K, Klockiewicz M, Wisniewski M. Parasitology Research, 2015, 114:3365—
3371 i byty finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (projekt nr N N308 573540).



452 Zbadanie roli reszt cukrowych antygenow w interakcji z przeciwcialami
specyficznymi dla larwalnych antygenow

Kolejnym etapem mojej pracy byto zbadanie wplywu obecnos$ci reszt cukrowych
glikoprotein na rozpoznawanie czasteczek przez przeciwciala myszy BALB/c zarazonych
T. canis oraz niezarazonych myszy kontrolnych. Analizowatam reaktywno$¢ przeciwciat klas
IgM, IgE, 1gG1l oraz IgG2a z antygenami TES i rekombinowanymi mucynami
wyprodukowanymi w drozdzach P. pastoris oraz z ich deglikozylowanymi odpowiednikami.
Mucyny (Tc-MUC-2, Tc-MUC-3, Tc-MUC-4 i Tc-MUC-5) byly analizowane indywidualnie
oraz jako mieszanina czterech czasteczek. Zadna z analizowanych czasteczek nie reagowala
z przeciwciatami klasy 1gG2a. Z kolei immunoglobuliny klasy IgE rozpoznawaly wszystkie
badane antygeny, niezaleznie od obecnosci reszt glikozylowych. W przeciwienstwie do
pozostatych klas, reaktywnos$¢ przeciwciat IgE pochodzacych od poszczegdlnych osobnikow
réznila si¢ znacznie w obrgbie badanych grup.

Antygeny TES jak i wszystkie rekombinowane mucyny byly w réwnym stopniu
rozpoznawane przez przeciwciala klasy IgGl. Zaobserwowatam jednak istotng roznice
w reaktywnosci przeciwciatl z czasteczkami pozbawionymi reszt cukrowych. Deglikozylowane
antygeny TES, mieszanina mucyn oraz Tc-MUC-3 byly stabiej rozpoznawane przez
przeciwciata tej klasy niz formy zawierajace reszty cukrowe. Natomiast immunoglobuliny
klasy IgM najsilniej reagowaly z antygenami TES, szczegélnie z resztami cukrowymi
glikoprotein, gdyz deglikozylowane czasteczki byly rozpoznawane w istotnie mniejszym
stopniu. Przeciwciata IgM znacznie stabiej reagowaty z mucynami niz z antygenami TES, a ich
reaktywnos¢ z czgsteczkami pozbawionymi reszt cukrowych byta dodatkowo obnizona. Tc-
MUC-4 bytla istotnie silniej rozpoznawana przez immunoglobuliny IgM niz pozostate mucyny.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze reszty cukrowe antygenow T. canis
wchodza w sktad epitopow rozpoznawanych przez przeciwciala zarazonych zywicieli. Fakt ten
powinien by¢ brany pod uwage podczas opracowywania testow immunoenzymatycznych
stuzacych do diagnostyki toksokarozy, szczegélnie w przypadku testow wykorzystujacych
rekombinowane antygeny. Wigkszos$¢ prac dotyczacych tej tematyki opisuje wykorzystanie
antygendéw, ktore zostaly wyprodukowane w systemie bakteryjnym, a zatem antygendow
pozbawionych reszt glikozylowych. Zasadna bedzie wigc analiza przydatnosci antygenow,
migdzy innymi mucyn wyprodukowanych w drozdzowym systemie ekspresyjnym do
diagnostyki toksokarozy.

Przedstawione wyniki zostaly opisane w pracy “Toxocara canis glycans influence
antigen recognition by mouse IgG1 and IgM antibodies”. Dlugosz E, Wisniewski M. Acta
Parasitologica, 2016, 61 (1):191-194 i byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki
(projekt nr N N308 573540).

4.5.3 Okreslenie wplywu glikoprotein na produkcje cytokin i na przebieg szlakow
sygnalowych w ludzkich makrofagach

Nastepny etap badan dotyczyl interakcji antygenow glisty psiej z ludzkimi
makrofagami. Doswiadczenia przeprowadzitam z wykorzystaniem ludzkich monocytoéw linii
THP-1, ktére byly r6znicowane in vitro do makrofagdw, a nastepnie stymulowane antygenami



TES i rekombinowanymi mucynami oraz ich deglikozylowanymi formami. Komorki
zareagowaly na stymulacje produkcjg TNF-a, IL-1B, IL-6 i IL-10, ktéra byta wielokrotnie
wyzsza w przypadku stymulacji glikozylowanymi mucynami. Po usunigciu reszt cukrowych
mucyny mniej efektywnie stymulowaly makrofagi, st¢zenia cytokin w tym przypadku byty
zblizone do warto$ci odnotowanych po traktowaniu komorek antygenami TES. Deglikozylacja
antygenéw TES nie wplyneta na ich zdolno$¢ do pobudzania produkcji cytokin. Jedynie IL-
12p70 nie byla wydzielana wedlug wyzej wymienionych zaleznosSci i, co cickawe, byta
wydzielana jedynie po stymulacji deglikozylowanymi mucynami.

Analizowatam rowniez produkcje cytokin w odpowiedzi na stymulacje poszczegdlnymi
mucynami. W wigkszos$ci przypadkow efekt stymulacji byt zblizony, produkcja cytokin byta
wyzsza w poréwnaniu do kontroli, ale nie roznita si¢ istotnie pomi¢dzy prébami traktowanymi
konkretnymi czasteczkami. Jedynie Tc-MUC-4 silniej stymulowata wydzielanie TNF- a,
a deglikozylowana forma Tc-MUC-5 jako jedyna stymulowata sekrecje IL-12p70.

Z powyzszych danych wynika, ze tak, jak w przypadku innych pasozytéw, fragmenty
cukrowe glikoprotein T. canis pelnia wazng funkcj¢ w interakcji z komorkami
odpornosciowymi zywiciela, ktora zachodzi poprzez receptory CLR (C-type lectin receptors).
Pasozytnicze glikoproteiny sa wigzane przez roézne receptory CLR np. DC-SIGN (CD209),
receptor mannozowy (MR, CD206) czy receptor MGL (macrophage galactose-type lectin
receptor, CD301) [22]-[24]. Antygeny TES wiazg si¢ do receptorow DC-SIGN i MGL [25],
jednak nie wiadomo, czy to wigzanie pelni istotng role¢ w procesie immunomodulacji.

W celu doktadniejszego opisania roli glikoprotein T. canis w regulacji odpowiedzi
immunologicznej zywiciela okreslitam profil fosforylacji wewnatrzkomorkowych kinaz
biorgcych udzial w przekaznictwie sygnalow w komodrce. W tym celu wykorzystatam
komercyjny zestaw umozliwiajacy jednoczesna analiz¢ fosforylacji 37 biatek sygnalowych
w makrofagach stymulowanych glikozylowanymi i deglikozylowanymi mucynami.
Najwigkszy wzrost fosforylacji po stymulacji badanymi czasteczkami zaobserwowatam
w przypadku biatka HSP27. Biatko to promuje przezycie makrofagow podczas stanu zapalnego
poprzez hamowanie apoptozy [26], [27]. W stymulowanych makrofagach wzrosta rowniez
fosforylacja kinaz z rodziny MAPK takich jak p38 oraz JNK oraz czynnika transkrypcyjnego
c-Jun. Bialka te sa zaangazowane w szlak sygnatowy ptynacy od receptorow TLR (Toll-like
receptors), zatem receptory TLR moga by¢ aktywowane przez antygeny glisty psiej. Co
ciekawe, fosforylacja tych bialek byla intensywniejsza w komodrkach stymulowanych
mucynami pozbawionymi reszt cukrowych w poréwnaniu do stymulacji pelnymi
glikoproteinami, co sugeruje, ze produkcja cytokin prozapalnych w tych komodrkach powinna
by¢ wigksza, a jak wykazano wyzej, byla znacznie nizsza. Mozna to wytlumaczy¢
intensywniejszg fosforylacja czynnika transkrypcyjnego CREB (CAMP response element-
binding protein) w tych komorkach, ktory to proces jest odpowiedzialny za zahamowanie
aktywacji czynnika NFkB i ograniczenie odpowiedzi prozapalnej [28].

Zaobserwowalam rowniez réznice w fosforylacji dwoch waznych kinaz komoérkowych.
AMPK (AMP-activated protein kinase) ulegla silniejszej fosforylacji po traktowaniu
deglikozylowanymi mucynami, natomiast kinaza AKT, réwniez znana jako kinaza biatkowa B
(PKB), ulegta maksymalnej aktywacji poprzez fosforylacje w pozycjach S473 1 T308 po



stymulacji pelnymi mucynami. Z licznych badan wynika, ze kinaza AMPK stymuluje wiele
czynnikow, ktore hamujg sygnalizacje ptynaca poprzez czynnik NFkB, przez co hamuje proces
zapalny i wydluza zycie wielu typow komorek [29]. Stymulacja makrofagéw
deglikozylowanymi mucynami indukuje zatem $ciezki sygnalizacyjne indukujace (p38, JINK,
c-JUN), jak réwniez hamujace (CREB, AMPK) proces zapalny. W efekcie produkcja cytokin
przez te komorki byla wyzsza w porownaniu do kontroli, ale wielokrotnie nizsza niz
w przypadku stymulacji czgsteczkami zawierajgcymi reszty cukrowe. Natomiast mucyny
aktywuja stan zapalny w makrofagach, prawdopodobnie za posrednictwem receptoréw TLR.
Swiadczy o tym fosforylacja p38 i INK, ale rowniez kinazy AKT. Sciezka PI3K/AKT jest
aktywowana migdzy innymi poprzez receptor TLR-4 [30] i bierze udziat w regulacji proceséw
przezycia, migracji, proliferacji i réznicowania makrofagdéw, ale rowniez w odpowiedzi
makrofagbw na sygnaly metaboliczne i prozapalne [31]. AKT pelni kluczowa role
W polaryzacji makrofagow w kierunku fenotypu M2 [32]. By¢ moze wlasnie mucyny sa
odpowiedzialne za pobudzenie roznicowania tej populacji makrofagdw w trakcie toksokarozy
[16].

Podsumowujac wyniki uzyskane w tej cze$ci badan mogg stwierdzié, ze antygeny TES,
a w szczegdlnos$ci mucyny indukujg produkcje cytokin przez ludzkie makrofagi linii THP-1.
Produkcja cytokin po stymulacji mucynami byta zalezna od obecnosci reszt cukrowych, ktére
réwniez miaty wplyw na fosforylacje wewnatrzkomorkowych biatek sygnatowych. Réznice
dotyczyly zwlaszcza kinaz AMPK i AKT i1 wydaje si¢, ze aktywacja kinazy AKT jest
odpowiedzialna za intensywng produkcje cytokin prozapalnych.

Zaobserwowatam znaczne réznice w ilosci cytokin wydzielanych po stymulacji
antygenami TES 1 mucynami. Co prawda mucyny stanowia znaczna cz¢$¢ wszystkich
antygenow TES, jednak znajduja si¢ w nich rowniez inne czasteczki, ktore najprawdopodobnie;j
moduluja efekt wywotywany przez mucyny i w rezultacie produkcja cytokin nie jest tak
intensywna. W celu pelniejszego zrozumienia procesOw immunomodulacji zachodzacych
podczas inwazji larw glisty psiej nalezy przeanalizowa¢ mechanizmy interakcji
poszczegbdlnych czasteczek z komorkami zywiciela. Aby cho¢ czesciowo zbadaé ten problem
przeprowadzitam do$wiadczenie, ktore jest opisane w nastepnym rozdziale.

Przedstawione wyniki zostaly opisane w pracy “Cytokine production and signalling in
human THP-1 macrophages is dependent on Toxocara canis glycans”. Dtugosz E, Basataj K,
Zawistowska-Deniziak A. Parasitology Research, 2019, 118 (10):2925-2933 i byly
finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (projekt nr N N308 573540
i 2017/01/X/NZ6/00260).

454 Wytypowanie ludzkich bialek wigzacych si¢ z antygenami pasozyta
I przypuszczalnych mechanizmow interakcji pasozyt-zywiciel

Z badan przeprowadzonych we wczesniejszym etapie mojej pracy wynika, ze rozne
czgsteczki zawarte w puli antygenow TES uwalnianych przez larwy glisty psiej w trakcie
zarazenia mogg w rozny sposob oddziatywac na komorki zywiciela. Dlatego postanowitam
wytypowa¢ ludzkie biatka, ktore wchodza w interakcje z rdéznymi antygenami pasozyta
wykorzystujac drozdzowy system dwuhybrydowy. Metoda ta umozliwia przeszukanie catej



puli biatek kodowanych przez biblioteke ekspresyjng, zwanych “ofiarami” pod katem wigzania
do konkretnego biatka, tzw. “przynety”. Komorki drozdzy sg transformowane fragmentami
cDNA kodujacymi “przynete” i “ofiary”, ktore nastepnie ulegajg ekspresji w tych komorkach.
Nastegpnie przeprowadzany jest etap selekcji komorek drozdzowych, w ktorych doszto do
wigzania pomi¢dzy “przyne¢ta” a “ofiarg”, a po nim etap weryfikacji metoda kotransformacji.
Z wytypowanych w ten sposob kolonii drozdzowych izoluje si¢ i sekwencjonuje wektor
kodujacy “ofiare”. W ten sposob identyfikowane jest biatko wchodzace w interakcje
Z “przynety”.

Wybratam trzy bialka ekskrecyjno-sekrecyjne, ktore postuzyly za “przynety”. Sa to
czasteczki uwalniane przez pasozyta w znacznych ilo$ciach: mucyna - Tc-MUC-3, lektyna typu
C — Tc-CTL-1 oraz biatko wigzace fosfatydyloetanoloaming - Tc-TES-26. cDNA kodujace te
biatka wklonowatam w DNA wektora pGBKT7 DNA-BD. Za ofiary postuzyta komercyjna
biblioteka ekspresyjna zawierajaca fragmenty cDNA kodujace ludzkie biatka. Po etapie selekcji
i weryfikacji wyselekcjonowanych kolonii metoda kotransformacji zidentyfikowatam 16
pozytywnych interakcji: 9 biatek wigzacych Tc-MUC-3 (TSPAN13, SMIM30, POLR2G,
ADGREFS5, UQCRFS1, AGR3, DAZAP2, TMEM199, PP2D1), 5 biatek wigzacych Tc-CTL-1
(SLC44A1, SELENOP, JAGN1, CTSB, ANKHD1) oraz 2 biatka wigzace Tc-TES-26 (STX-8,
CRISP). Wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne wytypowatam procesy biologiczne,
w ktore zaangazowane sg zidentyfikowane “ofiary” oraz ich funkcje i lokalizacje. Sg to m.in.
procesy metaboliczne, odpowiedz immunologiczna, sygnalizacja komoérkowa, regulacja
proceséw $mierci komoérkowej, réznicowanie komorek oraz transport. Funkcje wytypowanych
biatek to wigzanie biatek i kwaséw nukleinowych, aktywno$¢ oksydoreduktazy, fosfatazy
i peptydazy oraz aktywnosc¢ receptorowa. Biatka wchodzace w interakcje z antygenami T. canis
sg zlokalizowane gtéwnie w blonie komorkowej, ale tez w retikulum endoplazmatycznym,
cz¢§¢ Dbialek ulega sekrecji. Kolejna analiza bioinformatyczng bylo stworzenie
przewidywanych sieci interakcji biatkowych miedzy “ofiarami” i innymi biatkami ludzkimi, co
pomogto w wytypowaniu mechanizméw, w ktére prawdopodobnie zaangazowane sg biatka
glisty psiej.

Po pierwsze, dwa biatka: ADGRFS5 1 AGR3 wchodzace w interakcje z mucyng Tc-
MUC-3 s3 zaangazowane w funkcjonowanie drég oddechowych. Receptor ADGRFS
odpowiada za homeostaz¢ w pecherzykach ptucnych i1 reguluje produkcje 1 wydzielanie
surfaktantu [33], a biatko AGR3 jest niezbgdne do prawidlowej pracy komoérek nabtonka
rzeskowego w plucach [34]. Wiadomo, ze funkcjonowanie ptuc w trakcie toksokarozy jest
uposledzone, a inwazja wywoluje objawy przypominajace astme¢. By¢ moze jest to wynikiem
zaburzenia funkcjonowania tych dwoéch biatek przez mucyny pasozyta.

Kolejne bialka “ofiary” sa zaangazowane w przekaznictwo sygnaléw. DAZAP2
reguluje sygnalizacj¢ poprzez receptor IL-25 [35], ANKHDI1 bierze udziat w szlaku JAK/STAT
i w sygnalizacji poprzez receptory NOD [36], [37], biatko SMIM30 uczestniczy w aktywacji
$ciezki kinaz MAP [38], a CTSB jest zaangazowane w produkcje cytokin prozapalnych [39].
Mozna zatem stwierdzi¢, ze poprzez wigzanie do wyzej wymienionych czasteczek, biatka
T. canis ingerujg w przebieg wielu szlakow sygnatowych i w ten sposdb modulujg odpowiedz
immunologiczng zywiciela.



Inny mechanizm, ktory prawdopodobnie jest zaburzany przez antygeny glisty psiej to
degranulacja komorek odpornosciowych, przede wszystkim neutrofilow. Juz w 1990 roku
Lombardi i wsp. [40] udowodnili, ze neutrofile przylegaja do larw T. canis, ale nie ulegaja
degranulacji, nie dochodzi wigc do uszkodzenia powierzchni pasozyta. Trzy biatka “ofiary”:
CTSB, JAGN1 i STX8 sa zaangazowane w proces egzocytozy i degranulacji [41], [42].
Zwigzanie antygenow pasozyta do tych biatek, zwlaszcza do biatka JAGN1, moze negatywnie
wplywac na roznicowanie 1 prawidlowe funkcjonowanie neutrofilow.

Ostatni zwigzek jaki zaobserwowalam, to udzial biatek “ofiar” w procesach
neurodegeneracyjnych, ktore sa obserwowane w przebiegu neurotoksokarozy. Obecnos¢ larw
glisty psiej w mézgu wpltywa negatywnie na funkcje poznawcze [43], indukuje akumulacje -
amyloidu w komoérkach nerwowych [44] i obniza intensywnos$¢ autofagii na korzy$¢ apoptozy
[45]. Wigzanie bialek pasozyta z TSPANI13 moze wpltywaé na funkcjonowanie kanalow
jonowych, a przez to na wydzielanie neurotransmiteréw [46]. Interakcja z biatkiem UQCRFSI1
moze zaburza¢ przebieg procesu fosforylacji oksydacyjnej i skutkowaé¢ zwiekszona iloscia
wolnych rodnikow tlenowych w komérce [47], co rOwniez zwigzane jest z rozwojem zmian
neurodegeneracyjnych. Natomiast biatko STX-8 jest powigzane z wieloma czasteczkami
odpowiedzialnymi za regulacj¢ procesu autofagii [48].

Wyniki uzyskane w ramach pracy umozliwity mi wytypowanie kilku mechanizmow
interakcji biatkkowych miedzy czasteczkami pasozyta i zywiciela. Analiza literatury naukowej
dotyczacej biatek “ofiar” umozliwita okreslenie potencjalnego wptywu tych interakcji na
przebieg wielu procesOw w organizmie zywiciela. Niektore interakcje, zdaja si¢ cho¢
czgsciowo wyjasnia¢ molekularne podtoze zmian obserwowanych w trakcie przebiegu
toksokarozy. Jednak, nalezy pamiegtaé, ze interakcje wytypowane z wykorzystaniem
drozdzowego systemu dwuhybrydowego muszg by¢ potwierdzone eksperymentalnie. Dopiero
wtedy mozliwe bedzie petniejsze zrozumienie procesoOw zachodzacych w organizmie zywiciela
podczas inwazji glisty psiej.

Przedstawione wyniki zostaly opisane w pracy “ldentification of Toxocara canis
antigen-interacting partners by Yeast Two-Hybrid Assay and a putative mechanism of these
host — parasite interactions”. Dtugosz E, Milewska M, Baska P. Pathogens, 2021, 10 (8):949.
DOI:10.3390/pathogens10080949 i byty finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (projekt
nr 2017/01/X/NZ6/00895) i Narodowe Centrum Wymiany Akademickiej (projekt nr
PPN/BIL/2018/1/00135).

4.5.5 Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych przez mnie badan opublikowanych w czterech artykutach
naukowych stanowigcych osiggnigcie naukowe pt. ,,Okreslenie roli larwalnych antygenow
Toxocara canis w przebiegu toksokarozy” potwierdzajg realizacje szczegoétowych celow
badawczych. W trakcie badan ustalitam, ze zar6wno natywne antygeny T. canis jak
i rekombinowane glikoproteiny pasozyta stymuluja produkcj¢ cytokin typu Th2 przez mysie
splenocyty i rownoczes$nie hamujg sekrecje prozapalnej cytokiny TNF-o. Czasteczki TES
stymulowaly ponadto sekrecj¢ cytokin przez komorki myszy niezarazonych, co §wiadczy o ich
wysokim potencjale immunomodulacyjnym. Ponadto stwierdzitam, ze obecno$¢ reszt
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cukrowych na antygenach T. canis zwigksza ich reaktywno$¢ z przeciwciatami klasy IgG1
I [gM zarazonych myszy, a nie ma wptywu na ich rozpoznawanie przez przeciwciata klasy IgE.
Glikozylacja antygenéw ma réwniez wptyw na przebieg szlakow sygnatowych w komorce i na
pobudzanie produkcji cytokin przez stymulowane mucynami makrofagi. Wytypowalam
rowniez kilkanascie ludzkich biatek, ktore wiaza si¢ z antygenami glisty psiej. Te interakcje
wplywaja prawdopodobnie na przebieg szlakéw sygnalizacyjnych wiodacych od receptorow
cytokin, zaburzajg funkcjonowanie i1 degranulacj¢ neutrofilow oraz zakldcajg proces autofagii
w komorkach zywiciela. Uzyskane przez mnie wyniki i wnioski wyciggni¢te z badan
poszerzyly znaczaco dotychczasowg Wiedze na temat interakcji pasozyt-zywiciel w przebiegu
toksokarozy.
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5. Informacja 0 wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowg albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
W szczegolnosci zagranicznej.

5.1 Aktywnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Juz na poczatku swojej dziatalno$ci naukowe;j, w trakcie studiéw magisterskich, bytam
zaangazowana w realizacj¢ projektu naukowego, dotyczacego badan nad szczepionka
genetyczng przeciwko pasozytom zotadkowo-jelitowym przezuwaczy na modelu: owca -
Haemonchus contortus (projekt nr 5 PO6K 005 19, realizowany w latach 2000-2003), w ktérym
moglam wykorzysta¢ wiedze z zakresu biologii molekularnej 1 inzynierii genetycznej zdobytg
w trakcie studiow. Moim zadaniem w ramach tego projektu byto klonowanie cDNA 1 produkcja
rekombinowanego biatka pasozyta w bakteryjnym systemie ekspresyjnym. Efekty pracy
zostaty przedstawione w formie nastepujacych doniesien konferencyjnych:

e Mieszczanek J, Wisniewski M, Krzywosinska E, Zysiak D, Wedrychowicz H, 2002. Molecular cloning of
cDNA excretory/secretory proteins of adult Haemonchus contortus using PCR. Abstract of International
conference ISNA, Warszawa,

e Mieszczanek J, Wisniewski M, Krzywosinska E, Zysiak D, Wedrychowicz H. Production of Haemonchus
contortus ES antigens using RT — PCR and pGex 4T expression vector. XIV Wroctawska Konferencja
Parazytologiczna pt. “Parazytologia na przetomie X/XXI wieku” Wroctaw, 18 X 2002 r. Wiadomosci
Parazytologiczne, 2003, 49 (1):77-79.

W trakcie studiow doktoranckich kontynuowalam tematyke dotyczaca opracowania
szczepionek przeciwpasozytniczych. Petnitam funkcje wykonawcy pomocniczego w projekcie
pt. ’Opracowanie wielosktadnikowej szczepionki przeciwko inwazjom tegoryjcéw” (nr 3 PO6K
024 24) finansowanego przez 6wczesny Komitet Badan Naukowych. Efektem pracy bylto
nastepujace doniesienie konferencyjne:

o Wisniewski M, Jaros S, Baska P, Danitowicz E, Dlugosz E, Jaros D, Harrison L.M, Capello M, Wedrychowicz
H. 2005. Research on vaccine against Ancylostoma ceylanicum using a variety of recombinant antigens”. 2nd
Polish Biotechnology Conference, Gdansk, 05.10.14-15,

oraz praca przegladowa opisujaca antygeny szczepionkowe oraz wyniki prob szczepionkowych
przeprowadzonych z ich wykorzystaniem:

o Wisniewski M, Dlugosz E, Baska P, Wedrychowicz H. Poszukiwanie antygenéw wzbudzajacych odpornosé
przeciwko inwazjom tegoryjcow. Wiadomosci Parazytologiczne, 2006, 52 (4):271-276).

Swoje zainteresowanie skierowatam w tym czasie na kwestie zwigzane z odpowiedzia
immunologiczng zywicieli na inwazj¢ tggoryjcoOw. Analizowalam produkcje specyficznych
przeciwcial w odpowiedzi na immunizacj¢ 1 zarazenie pasozytem. Interesowata mnie rOwniez
odpowiedz komorkowa zywicieli w przebiegu tegoryjczycy. Bylam gtownym wykonawca
grantu promotorskiego pt. ,,Okreslenie profilu 1 dynamiki odpowiedzi cytokin u chomikow
syryjskich immunizowanych ¢cDNA badZ bialkiem enzymow proteolitycznych Ancylostoma
ceylanicum, a nastepnie zarazanych larwami inwazyjnymi tego nicienia” (projekt nr 2 PO4B
004 30). Przygotowujac swoja rozpraw¢ doktorska przeanalizowalam literatur¢ zwigzang
z tematem, czego wyrazem sa dwa artykuly przegladowe dotyczace analizy sekwencji
kodujacych interleukiny gryzoni oraz poréwnania odpowiedzi immunologicznej w inwazjach
tegoryjcow u ludzi 1 u zwierzat laboratoryjnych:
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o Dlugosz E., Wedrychowicz H. Rodent interleukins — their molecular characteristics and a role in
immunological responses against parasitic infections. Acta Parasitologica, 2004, 49 (3):182-189,

¢ Dlugosz E. Hookworm infections in human and laboratory animals — differences and similarities in immune
responses. Wiadomosci Parazytologiczne, 2005, 51 (3):219-225.

W tym czasie bratam réwniez udzial w projekcie, ktorego celem byto okreslenie klas
przeciwcial specyficznych dla antygenéw nicienia Haemonchus contortus u owiec naturalnie
zarazonych tym pasozytem, ktérego wyniki opublikowano w nastepujacej pracy:

e  Gorski P, Popielarczyk D, Strzelec E, Niznikowski R, Dlugosz E, Gajewska A, Kaminska A, Wedrychowicz
H. Serum and saliva antibody isotypes against Haemonchus contortus in Zelaznienska and Wrzoséwka sheep

naturally infected with gastrointestinal nematodes over 2004 and 2005 grazing seasons. Arch. Tierz.,
Dummerstorf - Archives of Animal Breeding, 2006, 49:275-281).

Kolejnym tematem badawczym, w ktérym uczestniczylam bylo okreslenie zmian
biochemicznych obserwowanych w surowicy pséw z babeszjoza. Najistotniejsze zmiany
odnotowane w przeprowadzonej analizie to: zwigkszony poziom albumin i transaminaz,
podwyzszona aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej i wyzsze stezenie kreatyniny oraz hipoglikemia,
CO opisano w:

e Zygner W, Rapacka G, Gojska-Zygner O, Dlugosz E, Wedrychowicz H. Biochemical abnormalities observed
in serum of dogs infected with large Babesia in Warsaw (Poland). Polish Journal of Veterinary Sciences, 2007,
10 (4):245-253).

Jeszcze innym kierunkiem badan, ktorym zainteresowalam si¢ w trakcie realizacji pracy
doktorskiej 1 ktory kontynuuje¢ do dzi$ jest molekularna diagnostyka inwazji pasozytniczych.
Pierwszym efektem badan byta publikacja pracy przegladowej na temat sekwencji DNA
wykorzystywanych do diagnostyki:

e Dlugosz E, Wisniewski M. Wykorzystanie sekwencji genu rRNA w molekularnej diagnostyce
parazytologicznej. Wiadomosci Parazytologiczne, 2006, 52 (4):263-269.

5.2 Aktywnos¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych i zatrudnieniu w Zaktadzie
Parazytologii 1 Choréb Inwazyjnych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej SGGW
W Warszawie kontynuowatam prace badawcze dotyczace odpowiedzi immunologicznej
chomika syryjskiego na inwazje¢ tegoryjcow. W tym czasie ukazala si¢ praca zawierajgca
wyniki uzyskane przez mnie w ramach doktoratu, opisujaca wyprodukowanie
rekombinowanych cytokin chomika, pozyskanie specyficznych przeciwcial rozpoznajacych te
cytokiny i ich wykorzystanie do okreslenia poziomu IL-4, IL-12 i IFN-y wydzielanych przez
komorki odpornosciowe zwierzat:

e Dlugosz E, Wisniewski M, Wojcik L, Wedrychowicz H. In vitro IL-4, 1L-12, and IFN-y production by
splenocytes from Ancylostoma ceylanicum infected hamsters. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy,
2010, 54:321-325).

Kolejne opublikowane przez mnie prace opisuja kontynuacj¢ badan rozpoczgtych
w ramach pracy doktorskiej. Dotyczg one wyprodukowania innych rekombinowanych cytokin
chomika syryjskiego - TGF-B i IL-2 oraz okre$lenia wydzielania tychze cytokin przez
splenocyty zarazonych tegoryjcami zwierzat. Produkcja tych dwodch cytokin réznita sie
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W zaleznos$ci od wieku badanych zwierzat, najwigcej TGF-3 wydzielaty komorki najmtodszych

chomikéw, a wydzielanie IL-2 bylo najwyzsze w grupie najstarsze;j:

e Dlugosz E, Lenard A, Baska P, Wedrychowicz H, Wisniewski M Production of TGF-B1 specific chicken
polyclonal antibodies and their use in analysis of cytokine level in hookworm infected hamsters. Bulletin of
the Veterinary Institute in Pulawy, 2011, 55:663-668,

¢ Dlugosz E, Cendrowski J, Baska P, Siwiniska A, Wedrychowicz H, Wisniewski M. Analysis of IL-2 production

in hookworm infected hamster using generated polyclonal antibodies. Bulletin of the Veterinary Institute in
Pulawy. 2012, 56:37-42.

Produkcja cytokin w odpowiedzi na antygeny tegoryjcow byta tez tematem innej pracy,
ktorej bytam wspdtautorem. W tym przypadku do oceny wptywu rekombinowanego biatka
metaloproteazy Ace-MTP-2 A. ceylanicum na wydzielanie cytokin prozapalnych wykorzystano
lini¢ komoérkowa ludzkich makrofagéw THP-1:

e Baska P, Wisniewski M, Krzyzowska M, Dhlugosz E, Zygner W, Gorski P, Wedrychowicz H. Molecular
cloning and characterisation of in vitro immune response against astacin-like metalloprotease Ace-MTP-2 from
Ancylostoma ceylanicum. Experimental Parasitology, 2013, 133:472-482).

W tym czasie nadal uczestniczylam w badaniach zwigzanych z tematem babeszjozy
psow. Celem doswiadczen bylo okreslenie zmian w profilu biochemicznym u pséw zarazonych
Babesia canis. Moja gldwna rola byto oznaczenie st¢zenia cytokin w surowicy psow za pomocg
testu ELISA. Niewatpliwym osiggni¢ciem badan bylo stwierdzenie podwyzszonego poziomu
TNF-a 1 IL-6 u zarazonych pséw. Wysokie stgzenie TNF-o jest negatywnie skorelowane
Z wartoscig cis$nienia tetniczego u psow z babeszjoza i prawdopodobnie odpowiada rowniez za
uszkodzenie nerek. Z kolei poziom IL-6 jest ujemnie skorelowany ze stezeniem hormondéw
tarczycy (TT3 i TSH) oraz ze stezeniem mocznika i kreatyniny w surowicy. Badania wskazaty,
ze podczas babeszjozy dochodzi do zaburzen pracy tarczycy, a doktadnie do rozwoju zespotu
niskiej trijodotyroniny. Opisane badania opublikowano w nast¢pujacych artykutach:

e Zygner W, Gojska-Zygner O, Dlugosz E, Wedrychowicz H. Liver enzyme activity in dogs infected with
Babesia canis. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2011, 55:423-427,

o Zygner W, Gojska-Zygner O, Baska P, Dlugosz E. Increased concentration of serum TNF alpha and its
correlations with arterial blood pressure and indices of renal damage in dogs infected with Babesia canis.
Parasitology Research, 2014, 113 (4):1499-1503. DOI 10.1007/s00436-014-3792-1,

o Zygner W, Gojska-Zygner O, Baska P, Dlugosz E. Low T3 syndrome in canine babesiosis associated with
increased serum IL-6 concentration and azotaemia. Veterinary Parasitology, 2015, 211 (1-2):23-7. doi:
10.1016/j.vetpar.2015.04.023.

Ponadto kontynuowatam badania zwigzane z opracowaniem szczepionki przeciwko
inwazji tegoryjcow. Prace catego zespolu doprowadzily do sklonowania cDNA szeregu
antygenow A. ceylanicum i ich produkcji w postaci bialek rekombinowanych. Byty to biatka
sekrecyjne (Ace-ASP-3, Ace-ASP-4, Ace-ASP-5) oraz metaloproteinaza Ace-MEP-7.
Przydatno$¢ tych antygendéw okreslano w probach szczepionkowych z wykorzystaniem
chomikow syryjskich, ktore sg laboratoryjnym modelem tegoryjczycy. Podanie koktajlu
antygendéw rekombinowanych skutkowato obnizeniem liczby pasozytow o 33,5 %:

o Siwinska AM, Baska P, Danitowicz-Luebert E, Januszkiewicz K, Dlugosz E, Wedrychowicz H, Cappello M,
Wisniewski M. Cloning and molecular characterization of cDNAs encoding three Ancylostoma ceylanicum
secreted proteins. Acta Parasitologica, 2013, 58 (1):112-118,
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o Wisniewski M, Lapinski M, Danitowicz-Luebert E, Jaros S, Dlugosz E, Wedrychowicz H. Vaccination with a
cocktail of Ancylostoma ceylanicum recombinant antigens leads to worm burden reduction in hamsters. Acta
Parasitologica, 2016, 61 (3):556-561; DOI: 10.1515/ap-2016-0074).

Uzyskane wyniki stanowitly podstaw¢ do poszukiwania skuteczniejszej formy
immunizacji. Stad narodzit si¢ pomyst wykorzystanie tzw. antygendéw ukrytych (ang. hidden
antigens), ktore pelnia wazng role w procesach fizjologicznych pasozyta, ale nie sg
prezentowane uktadowi immunologicznemu podczas inwazji. W tym celu sklonowali§my
i wyprodukowalismy w bakteryjnym systemie ekspresyjnym dwie podjednostki (katalityczng
— Ace-GCLC i modyfikatorowa — Ace-GCLM) ligazy glutaminianowo — cysteinowej (Ace-
GCL), jednego z dwdch enzymow zaangazowanych w synteze glutationu. Glutation jest wazng
czasteczkg wewnatrzkomorkowa zaangazowang w ochrong¢ komorki przed stresem
oksydacyjnym i petni gtdowna rolg w utrzymaniu rownowagi oksydoredukcyjnej. Zablokowanie
tej czasteczki przez przeciwciala powstale w wyniku immunizacji mogloby zaburzy¢
funkcjonowanie pasozytow i w ten sposob ograniczy¢ liczebno$¢ inwazji. Niestety badane
antygeny nie wywotaly ochronnej odpowiedzi immunologicznej u immunizowanych nimi
zywicieli:

o Wisniewski M, Lapinski M, Zdziarska A, Dlugosz E, Baska P. Molecular cloning and analysis of Ancylostoma

ceylanicum glutamate—cysteine ligase. Molecular and Biochemical Parasitology, 2014, 196 (1):12-20. DOI:
10.1016/j.molbiopara.2014.07.003).

W Dbadaniach dotyczacych opracowania szczepionki przeciw tegoryjcom
wykorzystalismy rowniez czasteczki DNA. Fragment cDNA kodujacy metaloproteinaze Ace-
mep-7 wlaczono w wektor pcDNA3.1 umozliwiajacy ekspresje w komorkach ssakow. Podanie
zwierzetom tak przygotowanego konstruktu skutkowato obnizeniem liczby pasozytow o 50%
| zmniejszeniem liczby wydalanych jaj o 78%. Badania prowadzone przez nasza grupe
dowiodly, ze immunizacja czasteczkami DNA jest bezpieczna i moze skutecznie ograniczy¢
liczebnos¢ pasozytdw, ograniczy¢ rozprzestrzenianie si¢ inwazji oraz poprawic stan zdrowia
zwierzat:

o Wisniewski M, Jaros S, Baska P, Cappello M, Dlugosz E, Wedrychowicz H. Hamsters vaccinated with Ace-

mep-7 DNA vaccine produced protective immunity against Ancylostoma ceylanicum infection. Experimental
Parasitology, 2016, 163:1-7. 10.1016/j.exppara.2016.01.006).

Kolejny temat badawczy, w ktorego realizacji uczestniczylam dotyczy inwazji
pasozytow u norek (Neovision vision). Nasze badania rozpoczeto od wstepnego rozpoznania
epidemiologicznego inwazji pasozytow jelitowych, w ktorych stwierdzilismy przypadki
kokcydioz jelitowych o niskiej intensywno$ci. Nastgpnie w celu okreslenia roli norek
W transmisji toksokarozy przeprowadziliSmy eksperymentalne zarazenie tych zwierzat jajami
glist z gatunku Toxocara canis i Toxascaris leonina. Poniewaz odnotowaliSmy obecnos¢ larw
w tkankach 1 potwierdziliSmy inwazj¢ metodami serologicznymi, a nie stwierdziliSmy
obecnosci dorostych pasozytow w jelicie, ani jaj w kale zwierzat mogliSmy stwierdzi¢, ze sg
zywicielem paratenicznym glist, a ich odchody nie sg Zrodtem inwazyjnych jaj. Przy okaz;ji
badan przeanalizowaliSmy doktadnie literatur¢ dotyczaca tematu, co bylo podstawag do
przygotowania artykulu przegladowego na temat wystgpowania u norek inwazji
pierwotniakow. Wyzej opisane badania przedstawiono w nastgpujacych artykutach:
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o Kilockiewicz M, Jakubowski T, Janecka E, Dlugosz E. Wstepne rozpoznanie epidemiologiczne inwazji
pasozytow jelitowych w wybranych fermach norek w Polsce. Medycyna Weterynaryjna, 2013, 69 (7):444-447,

o Klockiewicz M, Jakubowski T, Sobczak-Filipiak M, Bartosik J, Dlugosz E. Experimental infection with
T. canis and T. leonina in farm mink (Neovison Vison). Journal of Veterinary Research, 2019, 63 (2):197-203.
DOI:10.2478/jvetres-2019-0033,

o Klockiewicz M, Sobczak-Filipiak M, Jakubowski T, Dlugosz E. Histopathological lesions caused by
experimental Toxocara canis and Toxascaris leonina infections in farm mink (Neovison Vison). Journal of
Veterinary Research, 2019, 63 (2):205-214. DOI:10.2478/jvetres-2019-0034,

o Klockiewicz M, Dlugosz E, Jakubowski T. A review of the occurrence and clinical consequences of protozoan
infections in carnivorous fur farm animals. Annals of Agricultural and Environmental Medicine, 2021, 28
(2):199-207, 10.26444/aaem/120974.

W 2015 roku rozpoczelismy jako zespdt Zaktadu Parazytologii i Chordb Inwazyjnych
prace badawcze dotyczace pasozytniczego nicienia Dirofilaria repens. Celem prac byta analiza
wystepowania tego pasozyta, analiza przypadkow i1 poszukiwanie nowych narzedzi
diagnostycznych. Przeanalizowali$my probki krwi i surowicy zarazonych psoéw i wykazalisSmy,
ze inwazja D. repens jest zwigzana z obnizeniem liczby limfocytow, erytrocytow
i trombocytéw, obnizeniem hematokrytu i zwickszeniem aktywnosci alkalicznej fosfatazy
i kreatyniny. Uzyskane dane wskazuja, Ze inwazja nicienia moze wywolywaé stan
przewlektego stresu u pséw:

o Wysmotek ME, Dobrzynski A, Dlugosz E, Czopowicz M, Wisniewski M, Jurka P, Klockiewicz M.
Hematological and biochemical changes in dogs naturally infected with Dirofilaria repens. Frontiers in
Veterinary Science, 2020, 7:590. DOI:10.3389/fvets.2020.00590).

Analiza czterech przypadkow dirofilariozy u pséw z bardzo liczng mikrofilaremia
pozwolita na wysnucie przypuszczenia, ze tak wysoka liczba mikrofilarii we krwi zwierzat jest
najprawdopodobniej zwigzana z wystgpujacym rownolegle stanem immunosupresji u tych
pacjentéw, w zwigzku z czym ich organizm nie jest w stanie kontrolowa¢ inwazji:

o Wysmotek ME, Klockiewicz M, Sobczak-Filipiak M, Dlugoesz E, Wisniewski M. Case studies of severe
microfilaremia in four dogs naturally infected with Dirofilaria repens as the primary disease or a disease
complicating factor. Frontiers in Veterinary Science, 2020, 7:577466. DOI:10.3389/fvets.2020.577466).

Po raz pierwszy opisaliSmy przypadki wertykalnej transmisji pasozyta u psow 1 kotow:

e Klockiewicz M, Szmidt A, Dobrzynski A, Wysmotek M, Dlugosz E. Przypadek wertykalnej inwazji
Dirofilaria repens w rodzinie kotow. Magazyn Weterynaryjny, 2018, 1:5-9,

e Dlugosz E, Szmidt A, Dobrzynski A, Wysmotek M, Klockiewicz M. Molecular investigation of possible
Dirofilaria repens vertical transmission from queen to offspring - case report from Poland. Parasites & Vectors
2016, 10(Suppl 1):A20 DOI 10.1186/s13071-016-1902-x. Conference: Fifth European Dirofilaria and
Angiostrongylus Days (FIEDAD) 2016, Vienna, Austria. 11-13 July 20186,

o  Wysmotek ME, Klockiewicz M, Dlugosz E, Sobczak-Filipiak M, Spruch W, Wisniewski M. ,,First report of
transplacental transmission of Dirofilaria repens in dogs” Proceedings of the 22nd Annual Conference of the
European Society for Domestic Animal Reproduction (ESDAR), Cordoba, Spain, 27-29 September 2018,
Reproduction in Domestic Animals 53 (S2) 209, P313.

Innym kierunkiem badan dotyczacym dirofilariozy byto poszukiwanie nowych narzedzi
diagnostycznych. Na poczatku skupiliSmy si¢ na okresleniu klas przeciwciat reagujacych
Z antygenami somatycznymi pasozyta:
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¢ Dlugosz E, Wysmotek ME, Dobrzyniski A, Zawistowska-Deniziak A, Klockiewicz M. Characterization of the
humoral response in dogs infected with Dirofilaria repens. Proceedings of 6th European Dirofilaria and
Angiostrongylus Days, Belgrade, Serbia. July 5 - 7, 2018. Parasites & Vectors 2018, 11(Suppl 1):623, O11,

e Wysmotek ME, Klockiewicz M, Dlugosz E, Wisniewski M. Canine antibody response against Dirofilaria
repens in natural occult and microfilaremic infections. Comp Immunol Microbiol Infect Dis, 2022, 86:101818.

Nasze badania wskazuja, ze jedynie przeciwciala klasy IgG specyficznie rozpoznaja
antygeny D. repens. WykazaliSmy réwniez, ze wytypowanie psow z amikrofilaremiczng
postacig inwazji jest mozliwe z wykorzystaniem opisanej metody serologicznej, co nie jest
mozliwe przy wykorzystaniu metod diagnostycznych stosowanych rutynowo. Jednak
wykorzystanie natywnych antygendw pasozyta jest problematyczne, poniewaz dostgpnosé
pasozytow jest bardzo ograniczona. Dlatego w kolejnym etapie badan sklonowalismy
fragmenty cDNA kodujace biatka nicienia, wyprodukowaliémy rekombinowane antygeny
i analizowali$my ich przydatno$¢ do celow diagnostycznych. Zadna z badanych czasteczek nie
okazala si¢ niestety wystarczajaco specyficzna. W zwiazku z tym postanowiliSmy wytypowac
krotkie peptydy o dlugosci 12 aminokwaséw z wykorzystaniem biblioteki fagowe;j.
Opublikowana niedawno praca opisuje wytypowanie peptydu LH10 jako markera
diagnostycznego dirofilariozy psow:

e Pckacz M, Basataj K, Kalinowska A, Klockiewicz M, Stopka D, Baska P, Dlugosz E, Karabowicz J, Mlocicki
D, Wisniewski M, Zawistowska-Deniziak A. Selection of new diagnostic markers for Dirofilaria repens
infections with the use of phage display technology. Scientific Reports, 2022, 12: 2288.

Wieloletnia praca badawcza zwigzana z tematyka inwazji pasozytniczych filarii wigzata si¢
z wnikliwg analizg literatury badawczej, ktorej efektem byta praca przegladowa na temat roli
komoérek $réodbtonkowych w  odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw tym
pasozytom:

¢ Wysmotek ME, Dlugosz E, Wisniewski M. The immunological role of vascular and lymphatic endothelial
cells in filarial infections. Animals, 2022, 12: 426.

Wyniki uzyskane w trakcie badan dotyczacych dirofilariozy zaprezentowano na wielu
konferencjach naukowych:

e Dobrzynski , Klockiewicz M, Dlugosz E, Kacprzak K, Kanafa S, Jurka P. The Dirofilaria repens cases in the
reproductive system of dogs in Poland. Reprod Dom Anim 2016; 51 (Suppl. 2): 66-153, - Conference: Joint
Meeting of the 20th Annual Conference of the European-Society-for-Domestic-Animal-Reproduction
(ESDAR) / 13th Conference of the Spanish-Association-for-Animal-Reproduction (AERA) Location: Lisbon,
PORTUGAL, October 27-29, 2016,

e Dobrzynski A, Klockiewicz M, Wysmotek M, Czopowicz M, Parzeniecka-Jaworska M, Nowakowska J,
Dlugosz E. Investigations on Dirofilaria repens infection in Polish dogs — looking for the objective features of
the infection. Parasites & Vectors 2016, 10(Suppl 1): A10. Conference: Fifth European Dirofilaria and
Angiostrongylus Days (FIEDAD) 2016, Vienna, Austria. 11-13 July 2016 — doniesienie ustne,

e Dobrzynski A, Klockiewicz M, Dlugosz E. “Czy inwazje Dirofilaria repens stanowia rzeczywiste zagrozenia
dla ludzi i zwierzat w Polsce?”, I Ogolnopolska Konferencja Naukowa ,,Choroby zakazne i pasozytnicze
czlowieka — problem wspotczesnego spoteczenstwa” Lublin, 16 listopada 2017 — doniesienie ustne,

e Klockiewicz M, Dobrzynski A, Dlugosz E. ,Dirofilarioza - narastajacy problem zdrowotny zwierzat
migsozernych i ludzi”, I konferencja naukowo-szkoleniowa ,,Parazytozy zwierzat — aktualne zagrozenia —
nowe rozwigzania terapeutyczne i profilaktyczne” Ciechanowiec 29.09.2017 - doniesienie ustne,

e Wysmotek ME, Dlugosz E, Klockiewicz M, Wisniewski M. ,,Poszukiwanie immunogennych antygenéow
somatycznych Dirofilaria repens”, 1 konferencja naukowo-szkoleniowa ,Parazytozy zwierzat — aktualne
zagrozenia — nowe rozwigzania terapeutyczne i profilaktyczne” Ciechanowiec 29.09.2017,
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o Klockiewicz M, Dobrzynski A, Wysmotek ME, Nowakowska J, Diugosz E. Investigation on D. repens
infection in dog shelters in Poland. Proceedings of 6th European Dirofilaria and Angiostrongylus Days,
Belgrade, Serbia. July 5 - 7, 2018. Parasites & Vectors 2018, 11(Suppl 1):623, O3 - doniesienie ustne,

e Dlugosz E, Dobrzynski A, Wysmotek ME, Klockiewicz M. Laboratory diagnostics of canine skin dirofilariosis
- a matter of dispute. DIAGMOL 2018: XIX Conference on "Molecular biology in diagnostics of infectious
diseases and biotechnology": Warsaw University of Life Science-SGGW, Crystal Hall - Warsaw, Poland, 17
November 2018, 2018, Warsaw, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, 5.209-209, ISBN
978-83-7583-805-3,

e Pckacz M, Baska P, Dlugosz E, Wysmotek ME, Klockiewicz M, Wisniewski M. Molecular cloning of Dre-33
cDNA and bioinformatic evaluation of its suitability as a diagnostic antigen for cutaneous dirofilariosis.
Proceedings of 6th European Dirofilaria and Angiostrongylus Days, Belgrade, Serbia. July 5 - 7, 2018.
Parasites & Vectors 2018, 11(Suppl 1):623, P2,

o Klockiewicz M, Dobrzynski A, Sobczak-Filipiak M, Spruch W, Wysmotek ME, Dlugosz E. The case of severe
Dirofilaria repens infection in a German Shepard Dog. Proceedings of 6th European Dirofilaria and
Angiostrongylus Days, Belgrade, Serbia. July 5 - 7, 2018. Parasites & Vectors 2018, 11(Suppl 1):623, P19,

o Wysmotek ME, Dlugosz E, Baska P, Zawistowska-Deniziak A, Klockiewicz M, Wisniewski M. Human
macrophages cytokine response to Dirofilaria repens antigens. 27th Conference of the World Association for
the Advancement of Veterinary Parasitology, July 7-19 2019, Madison, WI, USA.

W ramach wspotpracy z dr hab. Dorotg Zielinskg prof. SGGW z Instytutu Nauk
0 Zywieniu Czlowicka SGGW uczestniczytam w badaniach dotyczacych bakterii
probiotycznych izolowanych z zywnosci. Moja rolg byto przede wszystkim prowadzenie czgsci
eksperymentow z wykorzystaniem hodowli komérkowych in vitro. Nas zespot wykazal, ze
szczepy Lactobacillus plantarum i L. rhamnosus izolowane z kiszonych warzyw obnizaja
wydzielanie cytokin prozapalnych przez makrofagt THP-1 stymulowane lipopolisacharydem
I hamuja wzrost i przyleganie do komorek nabtonka jelita bakterii patogennych m.in. Listeria
monocytogenes, Escherichia coli czy Staphylococcus aureus. Rowniez szczepy L. plantarum
izolowane z polskich regionalnych serow takich jak oscypek i ser korycinski rowniez wykazuja
wlasciwo$ci antybakteryjne 1 hamuja wzrost S. aureus. Powyzsze badania opisano
W nastepujacych publikacjach:

o Zielinska D, Dlugosz E, Zawistowska-Deniziak A. Functional properties of food origin Lactobacillus in the
gastrointestinal ecosystem—in vitro study. Probiotics and Antimicrobial Proteins, 2019, 11 (3):820-829,

e Oldak A, Zielinska D, Lepecka A, Dlugosz E, Kotozyn-Krajewska D. Lactobacillus plantarum strains isolated
from Polish regional cheeses exhibit anti-staphylococcal activity and selected probiotic properties. Probiotics
and Antimicrobial Proteins, 2020, 12(3): 1025-1038,

e Zielinska D, Lepecka A, Oldak A, Dlugosz E, Kotozyn-Krajewska D. Growth and adhesion inhibition of
pathogenic bacteria by live and heat-killed food-origin Lactobacillus strains or their supernatants. FEMS
Microbiology Letters, 2021, 368 (5):1-9

i doniesieniach konferencyjnych:

o Zielinska D, Dlugosz E, Oldak A, Rzepkowska A, Kolozyn-Krajewska D. Ocena wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych wybranych szczepdéw bakterii Lactobacillus wyizolowanych z zywno$ci. VIII
Sympozjum Naukowe ,,Probiotyki w zywnosci”. Kiry k/Zakopanego, 26-28.04.2017 - doniesienie ustne,

o Zielinska D, Dlugosz E, Rzepkowska A. Wybrane wiasciwosci funkcjonalne szczepow Lactobacillus
wyizolowanych z zywnosci. XLIII Sesja Naukowa Komitetu Nauk o Zywnoéci i Zywieniu Polskiej Akademii
Nauk ,,ZYWNOSC DLA RZYSZEOSCI” Wroctaw, 4-5 lipca 2017 - doniesienie ustne,

e Otfdak A, Zielinska D, Dlugosz E, Lepecka A, Kolozyn-Krajewska D. Przeciw-gronkowcowa aktywnos¢
bakterii Lactobacillus w badaniach modelowych. XIII Konferencja Naukowej z cyklu ,,Zywno$é XXI wieku”
- ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE, Krakéw 24-25 wrzesnia 2018 - doniesienie ustne,
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e Otldak A, Zielinska D, Lepecka A, Dhugosz E, Kotozyn-Krajewska D. Nowe szczepy Lactobacillus plantarum
o wlasciwosciach funkcjonalnych i probiotycznych. X Sympozjum Naukowe ,,Probiotyki w zywnosci”. Kiry
k/Zakopanego, 10-12.04.2019 - doniesienie ustne,

e Ksiezarczyk K, Neffe-Skocinska K, Dlugosz E, Zielinska D. Poréwnanie wyselekcjonowanych szczepow
bakterii kwasu mlekowego i octowego pod wzgledem potencjalnej aktywnos$ci przeciwnowotworowej. XI
Sympozjum Naukowe ,,Probiotyki i Prebiotyki w Zywnos$ci”. Konferencja on-line, 23. kwiecien 2021 -
doniesienie ustne.

Diagnostyka parazytologiczna, w szczeg6lnosci metody wykorzystujace techniki
molekularne, przede wszystkim PCR, to jeszcze inny kierunek mojej pracy badawczej.
Skupitam si¢ gléwnie na identyfikacji gatunkowej pasozytow pozyskanych z zarazonych
zwierzat. Byty to tasiemce koni:

e Bartosik J, Lojek J, Dlugosz E, Gorski P, Zygner W. Molecular identification of tapeworms from Konik Polski
horses from Biebrza National Park. Annals of Parasitology, 2021, 67 (4), 619-626, 10.17420/ap6704.378),

przywry i tasiemce izolowane z dzikozyjacych norek (praca w przygotowaniu) czy wspomniane
wcezesniej filarie psow. Rezultatem tych badan byto zamieszczenie kilkudziesigciu sekwencji
nukleotydowych rybosomalnego DNA pasozytow w bazie danych GenBank.

Moje doswiadczenie w molekularnej diagnostyce byto tez podlozem do nawigzania
wspotpracy miedzynarodowej z dr Viktorig Levytska z Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
i Technologii w Hodowli Zwierzat Podolskiego Panstwowego Uniwersytetu Rolniczo-
Technicznego w Kamiencu Podolskim w Ukrainie. Uczestniczylam w projekcie dotyczacym
wykrywania i identyfikacji patogenow przenoszonych przez kleszcze w kilku regionach krainy,
ktory zostat opublikowany w 2021 roku:

e Levytska VA, Mushinsky AB, Cernanska D, Blanarova L, Dlugosz E, Vichova B, Slivinska KA, Gajewski Z,
Gizinski S, Liu S, Zhou L, Rogovskyy AS. Detection of pathogens in ixodid ticks collected from animals and
vegetation in five regions of Ukraine. Ticks and Tick-borne Diseases, 2021, 12 (1):101586.

W ramach wspotpracy migdzynarodowej z naukowcami z Griffith Institute for Drug
Discovery i Melbourne Veterinary School w Australii uczestniczytam w projekcie dotyczacym
fosfatazy fosforanu trehalozy (Trehalose-6-phosphate phosphatase, TPP). TPP to enzym
katalizujacy synteze trehalozy, ktora jest niezbednym metabolitem wielu organizméw np.
bakterii Mycobacterium tuberculosis czy nicieni Caenorhabditis elegans, ale nie wystepuje
u kregowcow. Powyzsze wlasciwosci sprawiaja, ze enzym ten jest dogodnym celem
terapeutycznym, co szerzej opisano w pracy przegladowe;j, ktorej jestem wspotautorem:

e Cross M, Rajan S, Biberacher S, Park SY, Coster MJ, Dlugosz E, Kim JS, Gasser RB, Hoffman A. Trehalose-
6-phosphate phosphatase as a broad-spectrum therapeutic target against eukaryotic and prokaryotic pathogens.
Emerging Topics in Life Sciences, 2017, 1:675-683.

Naszemu zespotowi udalo si¢ ustali¢, ze czasteczka N-(fenylotio)ftalimidu hamuje
aktywno$¢ TPP i posiada wlasciwosci antypasozytnicze. Moja rola w tym projekcie byto
okreslenie zywotnosci larw glisty psiej 1 glisty kociej po traktowaniu ich badanym inhibitorem.
Larwy obu gatunkéw byty wrazliwe na dziatanie badanej czasteczki, jednak duzo wigksza
Smiertelno$¢ zaobserwowatam w przypadku larw glisty kociej. Ustalono, ze inhibitor hamuje
réwniez aktywnos$¢ TPP nicieni A. ceylanicum i H. contortus. Badania potwierdzajg zatem, ze
blokowanie czasteczki TPP moze by¢ dobrg strategia terapeutyczng. W zwigzku z tym powstat
pomyst sprawdzenia przydatnosci rekombinowanej czasteczki TPP T. canis jako antygenu
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szczepionkowego, ktory jest obecnie realizowany w Zakladzie Parazytologii 1 Chorob
Inwazyjnych. Wyzej wymienione badania opublikowano w artykule:

e Cross M, York M, Dlugosz E, Straub JH, Biberacher S, Herath HMPD, Logan SA, Kim JS, Gasser RB, Ryan

JH, Hofmann A. A suicide inhibitor of nematode trehalose-6-phosphate phosphatases. Scientific Reports, 2019,

9 (1):16165.

Od kilku lat wspotpracuje rowniez z prof. Irma Schabussovg z Instytutu Profilaktyki
Specjalistycznej i Medycyny Tropikalnej, Uniwersytetu Medycznego w Wiedniu. W lutym
2022 roku zakonczylySmy realizacje projektu bilateralnej wymiany naukowcow pomiedzy
Polska a Republika Austrii finansowanego przez Narodowa Agencj¢ Wymiany Akademickiej
(projekt nr PPN/BIL/2018/1/00135). W ramach projektu prowadzitySmy wspdlne badania
naukowe dotyczace mozliwosci wykorzystania rekombinowanych mucyn T. canis jako
antygenow diagnostycznych oraz analizowalysmy wplyw antygenow glisty psiej na reakcje
immunologiczng w ptucach myszy. Nasza wspotpraca w tym temacie bedzie kontynuowana
podczas realizacji projektu OPUS20 pt. “Rola interleukiny-6 w patologii ptuc wywotanej
inwazjg Toxocara canis” (2020/39/B/NZ6/02176), ktorego jestem Kierownikiem.

Podsumowujac, moja dotychczasowa praca naukowa dotyczyla gtownie badania réznych
aspektow interakcji pasozyt-zywiciel oraz diagnostyki molekularnej inwazji pasozytniczych.
Efektem pracy naukowej jest:

e  Wspolautorstwo 42 artykutow naukowych (6 z nich przed uzyskaniem stopnia doktora
i 36 po uzyskaniu stopnia doktora), w tym 30 prac oryginalnych i 11 artykutow
przegladowych; 35 artykutdow zamieszczonych jest w bazie Web of Science Core
Collection,

e Wspotautorstwo 36 doniesien konferencyjnych (3 przed uzyskaniem stopnia doktora i
33 po uzyskaniu stopnia doktora),

e Uczestnictwo w realizacji 7 grantoéw naukowych, w tym 4 w roli kierownika,

o  Wspolautorstwo 64 zgtoszen sekwencji do bazy danych GenBank,

e Laczny Impact Factor (wg bazy Journal Citation Reports): 69,406 (1,342 przed
uzyskaniem stopnia doktora, 68,064 po uzyskaniu stopnia doktora),

e ©aczna liczba punktéw MEIN: 1794 (43 przed uzyskaniem stopnia doktora, 1751 po
uzyskaniu stopnia doktora),

e Indeks Hirscha: 9,

e laczna liczba cytowan (wg Web of Science, Core Collection): 212, w tym 183 bez
autocytowan.
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6. Informacja o  osiagni¢ciach  dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

6.1 Osiagniecia dydaktyczne

Swoja dziatalno$¢ dydaktyczng rozpoczetam w trakcie studiow doktoranckich, w trakcie
ktorych odbylam praktyke pod opieka pracownikow Zaktadu Parazytologii i Chordb
Inwazyjnych. Od momentu zatrudnienia na stanowisku adiunkta, czyli od 2008 roku realizuje
zajecia z wielu przedmiotow na roznych kierunkach studiow:

e Od 2008 Biologia molekularna na kierunku Biotechnologia — ¢wiczenia,

e (Od 2008 do 2021 Biologia Komorki Zwierzecej na kierunku Biologia - ¢wiczenia
i czg$¢ wyktadow,

e Od 2010 Parazytologia i Inwazjologia (po polsku i po angielsku) na kierunku
Weterynaria oraz Erazmus, od 2011 prowadz¢ rowniez czg$¢ wyktadow,

e (Od 2010 Zastosowanie biotechnologii w profilaktyce choréb zwierzat na kierunku
Biotechnologia - wyktady, od 2013 jestem koordynatorem przedmiotu,

e 0d 2014 do 2020 Immunosupresja w chorobach zakaznych i inwazyjnych na kierunku
Biotechnologia — wyktady, koordynator przedmiotu,

e (Od 2014 Inzynieria genetyczna na kierunku Bioinzynieria Zwierzat — ¢wiczenia,

e W 2014 roku Biotechnology applied in control of parasitic diseases (projekt Erazmus),

e 0Od 2015 Parazytologia molekularna na kierunku Bioinzynieria Zwierzat, ¢wiczenia
I wyktady,

e (Od 2016 Bioinzynieryjne techniki w produkcji szczepionek dla kierunku Bioinzyniera
Zwierzat, — wyktady 1 d¢wiczenia, od poczatku realizacji przedmiotu jestem
koordynatorem przedmiotu,

e Od 2017 Molekularne mechanizmy interakcji pasozyt zywiciel 1 lekoopornosci
pasozytéw na kierunku Biotechnologia - ¢wiczenia, od 2019 roku réwniez wyklady.

Druga wazng cze$cia mojej dziatalnosci dydaktycznej jest opieka nad studentami
realizujacymi prace dyplomowe. Od 2008 roku bytam promotorem 10 prac magisterskich na
kierunkach: Biologia, Biotechnologia 1 Bioinzynieria Zwierzat, w tym 2 w jezyku angielskim
jako kopromotor; jednej pracy dyplomowej w jezyku angielskim na kierunku Weterynaria; 13
prac inzynierskich i licencjackich na kierunkach: Biologia, Biotechnologia i BioinZynieria
Zwierzat. Ponadto wykonatam 18 recenzji prac dyplomowych. Jestem réwniez promotorem
pomocniczym uczestniczek studiow doktoranckich: lek. wet Magdaleny Wysmotek, ktora
ukonczyta juz badania i obecnie przygotowuje rozprawe doktorskg oraz mgr Justyny
Karabowicz, ktora jest studentka drugiego roku Szkoty Doktorskiej SGGW.

W 2014 1 2017 roku uczestniczytam réwniez w ksztatceniu lekarzy weterynarii w ramach
studiow podyplomowych — Studium Diagnostéw Klinicznych, podczas ktorych wygtaszatam
wyktad na temat molekularnych i serologicznych metod diagnostycznych stosowanych
w parazytologii.
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6.2 Dzialalnos$¢ organizacyjna i popularyzatorska

Od 2012 roku jestem jedng z koordynatorek w Katedrze Nauk Przedklinicznych
odpowiedzialnych za uktadanie planow dydaktycznych 1 rozliczanie godzin
dydaktycznych pracownikow katedry.

W latach 2017-2018 bylam czlonkiem Komisji Hospitacyjnej na kierunku
Biotechnologia na Wydziale Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu
0d 2019 jestem cztonkiem Rady Programowej na kierunku Biotechnologia na Wydziale
Biologii i Biotechnologii

W 2019 roku uczestniczylam w XLVI Przegladzie Dorobku Kot Naukowych Szkoty
Gltownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie jako cztonek jury

W latach 2007, 2009-2013 prowadzitam lekcje dla uczniéw szkot podstawowych
I ponadpodstawowych w ramach Festiwalu Nauki

Od 2017 roku jestem czlonkiem Stowarzyszenia Polskiej Rady Konsultacyjnej ds.
Parazytoz Zwierzat Towarzyszacych - ESCCAP Polska. W ramach dziatalnosci
stowarzyszenia uczestniczylam w konferencjach medycznych, podczas ktorych
przekazywali§my uczestnikom informacje na temat zoonotycznych inwazji
pasozytniczych.
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Wykaz osiagnieé¢ naukowych albo artystycznych, stanowiacych znaczny wklad w rozwaj

okreslonej dyscypliny

l. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH NAUKOWYCH ALBO
ARTYSTYCZNYCH, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2
USTAWY

Cykl powigzanych tematycznie artykutlow naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b:

Dlugosz E, Wasyl K, Klockiewicz M, Wisniewski M. Toxocara canis mucins among other
excretory-secretory antigens induce in vitro secretion of cytokines by mouse splenocytes.
Parasitology Research, 2015, 114:3365-3371, DOI: 10.1007/s00436-015-4561-5. (30 pkt
MNISW 2015, IF2015 = 2,027)

Moj udzial w powstawaniu pracy (80%) polegat na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu wigkszosci
doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Jestem autorem korespondencyjnym pracy.

Dlugosz E, Wisniewski M. Toxocara canis glycans influence antigen recognition by
mouse 1gG1l and IgM antibodies. Acta Parasitologica, 2016, 61 (1):191-194. DOI:
10.1515/ap-2016-0026. (20 pkt MNiSW 2016, IF2016 = 1,16)

Moj udziat w powstawaniu pracy (80%) polegal na, opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu wigkszosci
doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Jestem autorem korespondencyjnym pracy.

Dlugosz E, Basalaj K, Zawistowska-Deniziak A. Cytokine production and signalling in
human THP-1 macrophages is dependent on Toxocara canis glycans. Parasitology
Research, 2019, 118 (10):2925-2933. DOI:10.1007/s00436-019-06405-8. (70 pkt MNiSW
2019, 1F2019 = 1,641)

Moj udzial w powstawaniu pracy (85%) polegal na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu wigkszosci
doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Jestem autorem korespondencyjnym pracy.

. Dlugosz E, Milewska M, Baska P. Identification of Toxocara canis antigen-interacting

partners by yeast two-hybrid assay and a putative mechanism of these host—parasite
interactions. Pathogens, 2021, 10 (8):949. DOI:10.3390/pathogens10080949. (100 pkt
MNISW 2021, IF2021 = 4,531)

Moj udzial w powstawaniu pracy (80%) polegal na opracowaniu koncepcji badan,
pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu, przygotowaniu i przeprowadzeniu czesci
doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Jestem autorem korespondencyjnym pracy.



1. INFORMACJA O AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO

ARTYSTYCZNEJ
1. Wykaz opublikowanych  monografii  naukowych (z zaznaczeniem  pozycji
niewymienionych w pkt 1.1).
2. Wykaz opublikowanych rozdzialdéw w monografiach naukowych.
3. Informacja o cztonkostwie w redakcjach naukowych monografii.
4. Wykaz opublikowanych artykulow w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem
pozycji niewymienionych w pkt 1.2).
a. Przed uzyskaniem stopnia doktora:
Lp Publikacja IF | Punktacia

Dlugosz E., Wedrychowicz H. Rodent interleukins — their molecular characteristics
and a role in immunological responses against parasitic infections. Acta | 0,56 10
Parasitologica, 2004, 49 (3):182-189

Dlugosz E. Hookworm infections in human and laboratory animals — differences
and similarities in immune responses. Wiadomos$ci Parazytologiczne, 2005, 51 - 4
(3):219-225

Dlugosz E, Wisniewski M. Wykorzystanie sekwencji genu rRNA w molekularnej
diagnostyce parazytologicznej. Wiadomosci Parazytologiczne, 2006, 52 (4):263- - 4
269

Wisniewski M, Dlugosz E, Baska P, Wedrychowicz H. Poszukiwanie antygenow
wzbudzajacych odporno§¢ przeciwko inwazjom tegoryjcoéw. Wiadomosci - 4
Parazytologiczne, 2006, 52 (4):271-276

Gorski P, Popielarczyk D, Strzelec E, Niznikowski R, Dlugosz E, Gajewska A,
Kaminska A, Wedrychowicz H. Serum and saliva antibody isotypes against
Haemonchus contortus in Zelaznienska and Wrzoséwka sheep naturally infected | 0,491 15
with gastrointestinal nematodes over 2004 and 2005 grazing seasons. Arch. Tierz.,
Dummerstorf - Archives of Animal Breeding, 2006, 49:275-281

Zygner W, Rapacka G, Gojska-Zygner O, Dlugosz E, Wedrychowicz H.
Biochemical abnormalities observed in serum of dogs infected with large Babesia | 0,291 6
in Warsaw (Poland). Polish Journal of Veterinary Sciences, 2007, 10 (4):245-253

RAZEM | 1,342 43

b. Po uzyskaniu stopnia doktora:

L.p. Publikacja IF

Punktacja
MEiN

Dlugosz E, Wisniewski M, Wojcik L, Wedrychowicz H. In vitro I1L-4, IL-12,
and IFN-g production by splenocytes from Ancylostoma ceylanicum infected | 0,321 20
hamsters. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2010, 54:321-325

Zygner W, Gojska-Zygner O, Dlugosz E, Wedrychowicz H. Liver enzyme
activity in dogs infected with Babesia canis. Bulletin of the Veterinary Institute | 0,414 20
in Pulawy, 2011, 55:423-427

Dlugosz E, Lenard A, Baska P, Wedrychowicz H, Wisniewski M Production of
TGF-p1 specific chicken polyclonal antibodies and their use in analysis of
cytokine level in hookworm infected hamsters. Bulletin of the Veterinary
Institute in Pulawy, 2011, 55:663-668

0,414 20

Dlugosz E, Cendrowski J, Baska P, Siwinska A, Wedrychowicz H, Wisniewski
M. Analysis of IL-2 production in hookworm infected hamster using generated
polyclonal antibodies. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy. 2012,
56:37-42

0,377 20

Klockiewicz M, Jakubowski T, Janecka E, Dlugosz E. Wstgpne rozpoznanie
epidemiologiczne inwazji pasozytow jelitowych w wybranych fermach norek w - 15
Polsce. Medycyna Weterynaryjna, 2013, 69 (7):444-447




Siwinska AM, Baska P, Danitowicz-Luebert E, Januszkiewicz K, Dlugosz E,
Wedrychowicz H, Cappello M, Wisniewski M. Cloning and molecular
characterization of cDNAs encoding three Ancylostoma ceylanicum secreted
proteins. Acta Parasitologica, 2013, 58 (1):112-118. DOI: 10.2478/s11686-013-
0116-z

0,965

20

Baska P, Wisniewski M, Krzyzowska M, Dlugosz E, Zygner W, Gorski P,
Wedrychowicz H. Molecular cloning and characterisation of in vitro immune
response against astacin-like metalloprotease Ace-MTP-2 from Ancylostoma
ceylanicum. Experimental Parasitology, 2013, 133:472-482. DOI:
10.1016/j.exppara.2013.01.006

2,154

25

Zygner W, Gojska-Zygner O, Baska P, Dlugosz E. Increased concentration of
serum TNF alpha and its correlations with arterial blood pressure and indices of
renal damage in dogs infected with Babesia canis. Parasitology Research, 2014,
113 (4):1499-1503. DOI: 10.1007/s00436-014-3792-1

2,098

30

Wiéniewski M, Lapinski M, Zdziarska A, Dlugosz E, Baska P. Molecular
cloning and analysis of Ancylostoma ceylanicum glutamate—cysteine ligase.
Molecular and Biochemical Parasitology, 2014, 196 (1):12-20. DOI:
10.1016/j.molbiopara.2014.07.003

1,787

25

10*

Dlugosz E, Wasyl K, Klockiewicz M, Wisniewski M. Toxocara canis mucins
among other excretory-secretory antigens induce in vitro secretion of cytokines
by mouse splenocytes. Parasitology Research, 2015, 114:3365-3371, DOI:
10.1007/s00436-015-4561-5

2,027

30

11

Zygner W, Gojska-Zygner O, Baska P, Dlugosz E. Low T3 syndrome in canine
babesiosis associated with increased serum IL-6 concentration and azotaemia.
Veterinary Parasitology, 2015, 211 (1-2):23-7. DOl:
10.1016/j.vetpar.2015.04.023

2,242

40

12*

Dlugosz E, Wisniewski M. Toxocara canis glycans influence antigen
recognition by mouse 1gG1 and IgM antibodies. Acta Parasitologica, 2016, 61
(1):191-194. DOI: 10.1515/ap-2016-0026

1,16

20

13

Wisniewski M, Jaros S, Baska P, Cappello M, Dlugosz E. Wedrychowicz H.
Hamsters vaccinated with Ace-mep-7 DNA vaccine produced protective
immunity against Ancylostoma ceylanicum infection. Experimental
Parasitology, 2016, 163:1-7. 10.1016/j.exppara.2016.01.006

1,724

25

14

Wiéniewski M, Lapinski M, Danitowicz-Luebert E, Jaros S, Dlugosz E,
Wedrychowicz H. Vaccination with a cocktail of Ancylostoma ceylanicum
recombinant antigens leads to worm burden reduction in hamsters. Acta
Parasitologica, 2016, 61 (3):556-561; DOI: 10.1515/ap-2016-0074

1,16

20

15

Klockiewicz M, Dlugosz E, Dobrzynski A. Inwazje pasozytnicze u kociat i
szczeniat — jakie sg rzeczywiste zagrozenia? Magazyn Weterynaryjny, 2017, 26
(6):27-33

16

Dobrzynski A, Klockiewicz M. Dlugosz E. Filariozy — zagrozenia zdrowia na
swiecie i w Polsce. 2017. Magazyn Weterynaryjny, 2017, 26 (236):4, 6, 8, 10-
11

17

Cross M, Rajan S, Biberacher S, Park SY, Coster MJ, Dlugosz E, Kim JS,
Gasser RB, Hoffman A. Trehalose-6-phosphate phosphatase as a broad-
spectrum therapeutic target against eukaryotic and prokaryotic pathogens.
Emerging Topics in Life Sciences, 2017, 1:675-683. DOI:
10.1042/ETLS20170106

18

Klockiewicz M, Szmidt A, Dobrzynski A, Wysmotek M, Dlugosz E. Przypadek
wertykalnej inwazji Dirofilaria repens w rodzinie kotow. Magazyn
Weterynaryjny, 2018, 1:5-9

19*

Dlugosz E, Basataj K, Zawistowska-Deniziak A. Cytokine production and
signalling in human THP-1 macrophages is dependent on Toxocara canis
glycans. Parasitology Research, 2019, 118 (10):2925-2933. DOI:
10.1007/s00436-019-06405-8

1,641

70

20

Bartosik J, Lojek J, Puchala M, Kaczyk J, Gorski P, Dlugosz E, Zygner W.
Prevalence of intestinal parasites detected in routine coproscopic methods in
dogs and cats from the Masovian voivodeship in 2012-2015. Medycyna
Weterynaryjna, 2019, 75 (5):293-297. DOI: 10.21521/mw.6153

0,28

20




21

Cross M, York M, Dlugosz E, Straub JH, Biberacher S, Herath HMPD, Logan
SA, Kim JS, Gasser RB, Ryan JH, Hofmann A. A suicide inhibitor of nematode
trehalose-6-phosphate phosphatases. Scientific Reports, 2019, 9 (1):16165.
DOI: 10.1038/541598-019-52593-9

3,998

140

22

Klockiewicz M, Sobczak-Filipiak M, Jakubowski T, Dlugosz E.
Histopathological lesions caused by experimental Toxocara canis and
Toxascaris leonina infections in farm mink (Neovison vison). Journal of
Veterinary Research, 2019, 63 (2):205-214. DOI: 10.2478/jvetres-2019-0034

1,039

40

23

Klockiewicz M, Jakubowski T, Sobczak-Filipiak M, Bartosik J, Dlugosz E.
Experimental infection with T. canis and T. leonina in farm mink (Neovison
vison). Journal of Veterinary Research, 2019, 63 (2):197-203. DOI:
10.2478/jvetres-2019-0033

1,039

40

24

Zielinska D, Dlugosz E, Zawistowska-Deniziak A. Functional properties of
food origin Lactobacillus in the gastrointestinal ecosystem—In vitro Study.
Probiotics and Antimicrobial Proteins, 2019, 11 (3):820-829. DOI:
10.1007/s12602-018-9458-z

3,533

70

25

Wysmotek ME, Klockiewicz M, Sobczak-Filipiak M, Dlugosz E, Wisniewski
M. Case studies of severe microfilaremia in four dogs naturally infected with
Dirofilaria repens as the primary disease or a disease complicating factor.
Frontiers in Veterinary Science, 2020, 7:577466. DOl:
10.3389/fvets.2020.577466

3,412

70

26

Wysmotek ME, Dobrzynski A, Dhugosz E, Czopowicz M, Wisniewski M, Jurka
P, Klockiewicz M. Hematological and biochemical changes in dogs naturally
infected with Dirofilaria repens. Frontiers in Veterinary Science, 2020, 7:590.
DOI: 10.3389/fvets.2020.00590

3,412

70

27

Oldak A, Zielinska D, Lepecka A, Dlugosz E, Kotozyn-Krajewska D.
Lactobacillus plantarum strains isolated from Polish regional cheeses exhibit
anti-Staphylococcal activity and selected probiotic properties. Probiotics and
Antimicrobial Proteins, 2020, 12(3): 1025-1038, DOI: 10.1007/s12602-019-
09587-w

4,609

70

28*

Dlugosz E, Milewska M, Baska P. Identification of Toxocara canis antigen-
interacting partners by Yeast Two-Hybrid assay and a putative mechanism of
these host—parasite interactions. Pathogens, 2021, 10 (8):949. DOI:
10.3390/pathogens10080949

4,531

100

29

Bartosik J, Lojek J, Dlugosz E, Gorski P, Zygner W. Molecular identification
of tapeworms from Konik Polski horses from Biebrza National Park. Annals of
Parasitology, 2021, 67 (4), 619-626, DOI: 10.17420/ap6704.378

40

30

Klockiewicz M, Dlugosz E, Jakubowski T. A review of the occurrence and
clinical consequences of protozoan infections in carnivorous fur farm animals.
Annals of Agricultural and Environmental Medicine, 2021, 28 (2):199-207,
DOI: 10.26444/aaem/120974

1,603

100

31

Zielinska D, Lepecka A, Otdak A, Dlugosz E, Kotozyn-Krajewska D. Growth
and adhesion inhibition of pathogenic bacteria by live and heat-killed food-
origin Lactobacillus strains or their supernatants. FEMS Microbiology Letters,
2021, 368 (5):1-9, 10.1093/femsle/fnab024

2,820

70

32

Levytska VA, Mushinsky AB, Cernanska D, Blanarova L, Dtugosz E, Vichova
B, Slivinska KA, Gajewski Z, Gizinski S, Liu S, Zhou L, Rogovskyy AS.
Detection of pathogens in ixodid ticks collected from animals and vegetation in
five regions of Ukraine. Ticks and Tick-borne Diseases, 2021, 12 (1):101586,
DOI: 10.1016/j.tthdis.2020.101586

3,817

100

33

Karabowicz J, Dlugosz E, Baska P, Wisniewski M. Nematode orthologs of
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) as modulators of the host
immune response and potential therapeutic targets. Pathogens, 2022, 11(2): 258,
DOI: 10.3390/pathogens11020258

4,531

100

34

Wysmotek ME, Dlugosz E, Wisniewski M. The immunological role of vascular
and lymphatic endothelial cells in filarial infections. Animals, 2022, 12: 426,
DOI: 10.3390/ani12040426

3,231

100

35

Pekacz M, Basataj K, Kalinowska A, Klockiewicz M, Stopka D, Baska P,
Dlugosz E, Karabowicz J, Mtocicki D, Wisniewski M, Zawistowska-Deniziak
A. Selection of new diagnostic markers for Dirofilaria repens infections with

4,996

140




the use of phage display technology. Scientific Reports, 2022, 12: 2288, DOI:
10.1038/s41598-022-06116-8

Wysmotek ME, Klockiewicz M, Dlugosz E, Wisniewski M. Canine antibody
response against Dirofilaria repens in natural occult and microfilaremic

36 infections. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases, 2,729 70
2022, 86:101818, DOI: 10.1016/j.cimid.2022.101818
RAZEM | 68,064 1751
*wymienione w punkcie 1.2
5. Wykaz osiagni¢¢ projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem
pozycji niewymienionych w pkt 1.3).
6. Wykaz publicznych realizacji dziel artystycznych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt I.3).
7. Informacja o wystapieniach na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach

naukowych lub artystycznych, z wyszczegélnieniem przedstawionych wykladow na
zaproszenie i wykladow plenarnych.

a. Przed uzyskaniem stopnia doktora:

1) Mieszczanek J, Wisniewski M, Krzywosinska E, Zysiak D, Wedrychowicz H, 2002. Molecular cloning of
cDNA excretory/secretory proteins of adult Haemonchus contortus using PCR. Abstract of International
conference ISNA, Warszawa,

2) Mieszczanek J, Wisniewski M, Krzywosinska E, Zysiak D, Wedrychowicz H. Production of Haemonchus
contortus ES antigens using RT — PCR and pGex 4T expression vector. XIV Wroctawska Konferencja
Parazytologiczna pt. “Parazytologia na przetomie X/XXI wieku” Wroctaw, 18 X 2002 r. Wiadomosci
Parazytologiczne, 2003, 49 (1):77-79,

3) Wisniewski M, Jaros S, Baska P, Danitowicz E, Dlugosz E, Jaros D, Harrison L.M, Capello M,
Wedrychowicz H. 2005. Research on vaccine against Ancylostoma ceylanicum using a variety of recombinant
antigens”. 2nd Polish Biotechnology Conference, Gdansk, 05.10.14-15.

b. Po uzyskaniu stopnia doktora:

Konferencje, w ktorych bratam aktywny udziat:

1) Dlugosz E, Siwinska A, Wisniewski M. “Influence of Toxocara canis glycans on in vitro proliferation and
cytokine production by mouse spleen cells”. ESCCAP Toxocara 2012 conference 2012, Budapest — sesja
plakatowa,

2) Balcerek K., Dlugosz E. Influence of human THP-1 macrophages on Toxocara canis antigen mRNA
expression. XVI Konferencja DIAGMOL 2015 "Molecular biology in diagnostics of infectious diseases and
biotechnology", Warszawa, 28.11.2015 — sesja palaktowa,

3) Dlugosz E, Szmidt A, Dobrzyfiski A, Wysmotek M, Klockiewicz M. Molecular investigation of possible
Dirofilaria repens vertical transmission from queen to offspring - case report from Poland. Parasites &
Vectors 2016, 10(Suppl 1):A20 DOI: 10.1186/s13071-016-1902-x. Fifth European Dirofilaria and
Angiostrongylus Days (FIEDAD) 2016, Vienna, Austria. 11-13.06.2016 — sesja plakatowa,

4) Dlugosz E, Wisniewski M, ,,Szczepionki przeciwko tg¢goryjcom — nowy kierunek profilaktyki”, I konferencja

naukowo-szkoleniowa ,,Parazytozy zwierzat — aktualne zagrozenia — nowe rozwigzania terapeutyczne i
profilaktyczne” Ciechanowiec 29.09.2017 - wystapienie ustne,

5) Dlugosz E, Klockiewicz M, Wisniewski M, ,,Toksokaroza a uklad odpornosciowy zywiciela”, I
Ogolnopolska Konferencja Naukowa ,,Choroby zakazne i pasozytnicze cztowieka — problem wspotczesnego
spoteczenstwa” Lublin, 16.11.2017 — wystapienie ustne,

6) Pekacz M, Baska P, Dlugosz E, Wysmotek ME, Klockiewicz M, Wisniewski M. Molecular cloning of Dre-
33 cDNA and bioinformatic evaluation of its suitability as a diagnostic antigen for cutaneous dirofilariosis.
Proceedings of 6th European Dirofilaria and Angiostrongylus Days, Belgrade, Serbia. 5-7.07.2018. Parasites
& Vectors 2018, 11(Suppl 1):623, P2, DOI: 10.1186/s13071-018-3183-z - sesja plakatowa,



7)

8)

Dlugosz E, Wysmotek ME, Dobrzynski A, Zawistowska-Deniziak A, Klockiewicz M. Characterization of
the humoral response in dogs infected with Dirofilaria repens. Proceedings of 6th European Dirofilaria and
Angiostrongylus Days, Belgrade, Serbia. 5-7.07.2018. Parasites & Vectors 2018, 11(Suppl 1):623, 011, DOI:
10.1186/s13071-018-3183-z - doniesienie ustne,

Wisniewska J, Dhugosz E. cDNA cloning and bioinformatic analysis of Toxocara canis cysteine protease
inhibitor (Tc-CPI). Konferencja DIAGMOL 2019 "Molecular biology in diagnostics of infectious diseases
and biotechnology"”, 23.11.2019 — sesja plakatowa.

Pozostate doniesienia konferencyjne:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Siwinska AM, Meier C, Dlugosz E. “Parasites-friends or enemies?” Konferencja DIAGMOL 2012,
“Molecular biology in diagnostics of infectious diseases and biotechnology”, Warszawa, 24.11.2012 (plakat),
Siwinska AM, Dlugosz E, Baska P, Wedrychowicz H. In vitro cytokine response of THP-1 cell line treated
with selected Ancylostoma ceylanicum secreted proteins. European Multicolloquium of parasitology (EMOP
X1), Cluj-Napoca, Romania, 25-29.07.2012 (plakat),

Klockiewicz M, Mikidadi R, KavisheM, Dlugosz E. The role of permanent monitoring of the gastrointestinal
infections of livestock at LITA Tengeru; 31st TVA Scientific Conference ,,Enhancing improved Animal
productivity through quality Disease Surveillance and response system”, AICC-Arusha, Tanzania, 3-
5.12.2013 (plakat),

Sielicka A., Tatulinska S., Dlugosz E. Cloning of novel cDNAs encoding Toxocara cati excretory-secretory
antigens”. Konferencja DIAGMOL 2015 "Molecular biology in diagnostics of infectious diseases and
biotechnology”, Warszawa 28.11.2015 (wystapienie ustne),

Bartosik J, Lojek J, Dlugosz E, Gorski P. Molecular identification of tapeworms from konik polski horses
from Biebrza National Park. Konferencja DIAGMOL 2016 “Molecular biology in diagnostics of infectious
diseases and biotechnology”, Warszawa, 05.11.2016 (plakat),

Szalus-Jordanow O, Kizerwetter-Swida M, Chrobak D, Dlugesz E, Czopowicz M, Kacprzak-Kaminska K.
The massive lung abscess caused by Streptococcus pneumoniae in the rat. Konferencja DIAGMOL 2016
“Molecular biology in diagnostics of infectious diseases and biotechnology”, Warszawa, 05.11.2016 (plakat),
Dobrzynski A, Klockiewicz M, Wysmoltek M, Czopowicz M, Parzeniecka-Jaworska M, Nowakowska J,
Dlugosz E. Investigations on Dirofilaria repens infection in Polish dogs — looking for the objective features
of the infection. Parasites & Vectors 2016, 10(Suppl 1):A10, DOI: 10.1186/s13071-016-1902-x. Fifth
European Dirofilaria and Angiostrongylus Days (FIEDAD) 2016, Vienna, Austria. 11-13.07.2016
(wystapienie ustne),

Dobrzynski , Klockiewicz M, Dlugosz E, Kacprzak K, Kanafa S, Jurka P. The Dirofilaria repens cases in
the reproductive system of dogs in Poland. Reprod Dom Anim 2016; 51 (Suppl. 2): 66-153, DOI:
10.1111/rda.12801 (P64); Joint Meeting of the 20th Annual Conference of the European Society for Domestic
Animal Reproduction (ESDAR) / 13th Conference of the Spanish Association for Animal Reproduction
(AERA) Lisbon, Portugal, 27-29.10.2016 (plakat),

Zielinska D, Dlugosz E, Rzepkowska A. Wybrane wilasciwosci funkcjonalne szczepdéw Lactobacillus
wyizolowanych z zywnosci. XLIII Sesja Naukowa Komitetu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Polskiej Akademii
Nauk ,,ZYWNOSC DLA RZYSZEOSCI” Wroctaw, 4-5.07.2017 (wystapienie ustne),

10)Zielinska D, Dlugosz E, Otdak A, Rzepkowska A, Kotozyn-Krajewska D. Ocena wlasciwosci

przeciwdrobnoustrojowych wybranych szczepéw bakterii Lactobacillus wyizolowanych z zywnosci. VIII
Sympozjum Naukowe ,,Probiotyki w zywnosci”. Kiry k/Zakopanego, 26-28.04.2017 (wystapienie ustne),

11)Wysmotek ME, Dlugosz E, Klockiewicz M, Wisniewski M. , Poszukiwanie immunogennych antygenow

somatycznych Dirofilaria repens”, I konferencja naukowo-szkoleniowa ,,Parazytozy zwierzat — aktualne
zagrozenia — nowe rozwigzania terapeutyczne i profilaktyczne”, Ciechanowiec, 29.09.2017 (plakat),

12)Klockiewicz M, Dobrzynski A, Dlugosz E. ,Dirofilarioza - narastajgcy problem zdrowotny zwierzat

migsozernych i ludzi”, T konferencja naukowo-szkoleniowa ,,Parazytozy zwierzat — aktualne zagrozenia —
nowe rozwigzania terapeutyczne i profilaktyczne”, Ciechanowiec 29.09.2017 (wystgpienie ustne),

13) Dobrzynski A, Klockiewicz M, Dlugosz E. “Czy inwazje Dirofilaria repens stanowia rzeczywiste zagrozenia

dla ludzi i zwierzat w Polsce?”, I Ogodlnopolska Konferencja Naukowa ,,Choroby zakazne i pasozytnicze
czlowieka — problem wspotczesnego spoteczenstwa” Lublin, 16.11.2017 (wystapienie ustne),



14)Dlugosz E, Dobrzynski A, Wysmotek ME, Klockiewicz M. “Laboratory diagnostics of canine skin
dirofilariosis - a matter of dispute”. Konferencja DIAGMOL 2018 "Molecular biology in diagnostics of
infectious diseases and biotechnology", Warszawa, 17.11.2018 (wystapienie ustne),

15)Kalinowska A, Cholewa K, Koztowska A, Milewska M, Dlugosz E. “Antibody response toward Toxocara
canis C-type Lectins in dogs as natural hosts of infection”. Konferencja DIAGMOL 2018 "Molecular biology
in diagnostics of infectious diseases and biotechnology"”, Warszawa, 17.11.2018 (wystapienie ustne),

16)Milewska M, Baska P, Dlugosz E. “Cloning of mammalian phosphatidylethanolamine (PE)-binding protein
homologs from parasitic roundworms and bioinformatic evaluation of their immunodiagnostic potential”
Konferencja DIAGMOL 2018 "Molecular biology in diagnostics of infectious diseases and biotechnology”,
Warszawa, 17.11.2018 (plakat),

17)Zadroga K, P¢kacz M, Wysmotek ME, Dlugosz E, Baska P, Klockiewicz M, Wi$niewski M. “Evaluation of
the recombinant Dirofilaria repens serine protease inhibitor (Dre-SPI) suitability as a diagnostic antigen for
skin dirofilariosis”. Konferencja DIAGMOL 2018 "Molecular biology in diagnostics of infectious diseases
and biotechnology", Warszawa, 17.11.2018 (plakat),

18)Otdak A, Zielinska D, Dlugosz E, Lepecka A, Kolozyn-Krajewska D. ,,Przeciw-gronkowcowa aktywno$¢
bakterii Lactobacillus w badaniach modelowych”. XIII Konferencja Naukowej z cyklu ,,Zywnos¢ XXI
wieku” - ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE, Krakow, 24-25.09.2018 (wystapienie ustne),

19)Klockiewicz M, Dobrzynski A, Sobczak-Filipiak M, Spruch W, Wysmotek ME, Dlugosz E. “The case of
severe Dirofilaria repens infection in a German Shepard Dog”. Parasites & Vectors 2018, 11(Suppl 1):623,
P19, DOI: 10.1186/s13071-018-3183-z; 6th European Dirofilaria and Angiostrongylus Days, Belgrade,
Serbia. 5-7.07.2018. (plakat),

20)Klockiewicz M, Dobrzynski A, Wysmotek ME, Nowakowska J, Dlugosz E. “Investigation on D. repens
infection in dog shelters in Poland”. Parasites & Vectors 2018, 11(Suppl 1):623, O3, DOI: 10.1186/s13071-
018-3183-z; 6th European Dirofilaria and Angiostrongylus Days, Belgrade, Serbia. 5-7.07.2018 (wystapienie
ustne),

21) Wysmotek ME, Klockiewicz M, Dlugosz E, Sobczak-Filipiak M, Spruch W, Wisniewski M. , First report of
transplacental transmission of Dirofilaria repens in dogs” Reproduction in Domestic Animals 53 (S2) 209,
P313; 22nd Annual Conference of the European Society for Domestic Animal Reproduction (ESDAR),
Cordoba, Spain, 27-29.09.2018, (plakat),

22)0Otdak A, Zielinska D, Lepecka A, Dlugosz E, Kotozyn-Krajewska D. ,,Nowe szczepy Lactobacillus
plantarum o wilasciwosciach funkcjonalnych i probiotycznych”. X Sympozjum Naukowe ,,Probiotyki w
zywnosci”. Kiry k/Zakopanego, 10-12.04.2019 (wystapienie ustne),

23)Milewska M, Dlugosz E. “Search for human proteins showing potential interactions with Toxocara canis
MUC-3 antigen using yeast two hybrid system”. 15th YSA PhD Symposium, Medical University of Vienna,
13-14.06.2019 (plakat),

24)Wysmotek ME, Dlugosz E, Baska P, Zawistowska-Deniziak A, Klockiewicz M, Wisniewski M. “Human
macrophages cytokine response to Dirofilaria repens antigens”. 27th Conference of the World Association
for the Advancement of Veterinary Parasitology, Madison, W1, USA, 7-19.07.2019 (plakat),

25) Ksigzarczyk K, Neffe-Skocifiska K, Dhlugosz E, Zielinska D. ,Poréwnanie wyselekcjonowanych
szczepOw  bakterii kwasu mlekowego 1 octowego pod wzgledem potencjalnej aktywnosci
przeciwnowotworowe;j”. XI Sympozjum Naukowe ,,Probiotyki i Prebiotyki w Zywnosci”. Konferencja on-
line, 23.04.2021 (wystgpienie ustne),

26)  Klockiewicz M, Jakubowski T, Karabowicz J, Diugosz E, Winiarska J, Sobczak-Filipiak M. “Norki dzikie
i fermowe (Neovision vision) - jakie pasozyty im zagrazaja? II Konferencja naukowo — szkoleniowa
“Parazytozy zwierzat - aktualne zagrozenia - nowe rozwigzania terapeutyczne i profilaktyczne”
Ciechanowiec 06-09.09.2021 (wystapienie ustne),

27)Klockiewicz M, Jakubowski T, Dtugosz E, Sobczak-Filipiak M. ,,Pathomorphological pattern of farm mink
kidneys — preliminary study”. The XII International Scientific Congress in Fur Animal Production (the
IFASA Congress), Warsaw, Poland 24-25 August 2021 /s.30/ (plakat),

28)Klockiewicz M, Jakubowski T, Sobczak-Filipiak M, Winiarska J, Dtugosz E. “Preliminary report on
parasitological investigations in wild American mink (Neovison vison) from Narwianski National Park



(Poland)”. The XII International Scientific Congress in Fur Animal Production (the IFASA Congress),
Warsaw, Poland 24-25 August 2021 /s.31/ (plakat).

8. Informacja o udziale w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji
krajowych lub miedzynarodowych, z podaniem petnionej funkcji.

9. Informacja o uczestnictwie w pracach zespolow badawczych realizujacych
projekty finansowane w drodze konkursow krajowych lub zagranicznych, z podzialem na
projekty zrealizowane i bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji
o pelnionej funkcji w ramach prac zespoléw.

Projekty naukowe:

e “Rola interleukiny-6 w patologii ptuc wywotanej inwazjag Toxocara canis”, projekt nr
2020/39/B/NZ6/02176 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu
OPUS20, funkcja kierownika - w trakcie realizacji,

e “Mucyny Toxocara canis: rozpoznawanie, funkcja i wlasciwosci immunomodulacyjne”,
projekt nr PPN/BIL/2018/1/00135/U/00001 finansowany przez Narodowa Agencje
Wymiany Akademickiej w ramach programu bilateralnej wymiany naukowcow pomigdzy
Polska a Austrig, funkcja kierownika — zrealizowany w latach 2019-2022,

e “Poszukiwanie oddziatywan bialkowych migdzy antygenami larwalnymi glisty psiej a
czasteczkami ludzkimi z wykorzystaniem drozdzowego systemu dwuhybrydowego”,
projekt nr 2017/01/X/NZ6/00895 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach
konkursu Miniatural, funkcja kierownika — zrealizowany w latach 2017-2018,

e "Okreslenie wlasciwosci immunomodulacyjnych larwalnych antygenéw Toxocara canis”,
projekt nr N N308 573540 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, funkcja
kierownika — zrealizowany w latach 2011-2014,

e ,Okreslenie profilu 1 dynamiki odpowiedzi cytokin u chomikow syryjskich
immunizowanych c¢DNA badz biatkiem enzyméw proteolitycznych Ancylostoma
ceylanicum, a nastepnie zarazanych larwami inwazyjnymi tego nicienia” projekt nr 2 PO4B
004 30 finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w konkursie
grantow promotorskich, funkcja gtdwnego wykonawcy - zrealizowany w latach 2006-2008,

e “Opracowanie wieloskladnikowej szczepionki przeciwko inwazjom tegoryjcow” projekt nr
3 PO6K 024 24 finansowany przez Komitet Badan Naukowych, funkcja wykonawcy
pomocniczego - zrealizowany w latach 2003-2005,

e “Badania nad szczepionkg genetyczng przeciwko pasozytom zolgdkowo-jelitowym
przezuwaczy na modelu: owca - Hemonchus contortus”, projekt nr 5 PO6K 005 19
finansowany przez Komitet Badan Naukowych, funkcja wykonawcy pomocniczego,
zrealizowany w latach 2000-2003.

10. Czlonkostwo w mi¢dzynarodowych lub krajowych organizacjach i towarzystwach
naukowych wraz z informacjg o pelnionych funkcjach.

e (Czlonek Stowarzyszenia Polskiej Rady Konsultacyjnej ds. Parazytoz Zwierzat
Towarzyszacych - ESCCAP Polska,
e Czlonek komisji rewizyjnej fundacji ,,Nauka dla rozwoju”



11.  Informacja o odbytych stazach w instytucjach naukowych lub artystycznych,
w tym zagranicznych, z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego
charakteru.

W zwiagzku z realizacja projektu “Mucyny Toxocara canis: rozpoznawanie, funkcja
I wlasciwo$ci  immunomodulacyjne”,  projekt nr  PPN/BIL/2018/1/00135/U/00001
finansowanego przez Narodowg Agencje Wymiany Akademickiej w ramach programu
bilateralnej wymiany naukowcow pomiedzy Polska a Austrig, odbylam cztery
kréotkoterminowe wizyty w instytucie partnera tj. w Instytucie Profilaktyki Specjalistycznej i
Medycyny Tropikalnej Uniwersytetu Medycznego w Wiedniu (18-20.02.2019, 3 dni; 24-
25.09.2020, 2 dni; 1-5.09.2021, 5 dni; 15-18.02.2022, 4 dni). W trakcie tych wizyt zapoznatam
si¢ z metodami badawczymi prowadzonymi w laboratorium partnera, dotyczacymi w
szczegolnosci wykorzystania mysiego modelu astmy indukowanej owalbuming.

12.  Czlonkostwo w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz
z informacja o pelnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady
naukowej, itp.).

e Funkcja redaktora pomocniczego - guest editor w czasopi$mie Pathogens, wydanie
specjalne na temat ,,Immune response of the host and vaccine development” (w trakcie
realizacji)

13. Informacja o recenzowanych pracach naukowych Ilub artystycznych,
W szczeg6lnosci publikowanych w czasopismach miedzynarodowych.

e wykonatam 22 recenzje artykutéw naukowych w nastgpujacych czasopismach naukowych:
Acta Parasitologica, Experimental Parasitology, BioMed Research International, Asian
Pacific Journal of Tropical Medicine, Polish Journal of Microbiology, Journal of
Physiology and Biochemistry, Pathogens, Animals, Microorganisms (2016-2022).

14. Informacja o uczestnictwie w programach europejskich lub innych programach
miedzynarodowych.
. “Toxocara canis: rozpoznawanie, funkcja i wlasciwos$ci immunomodulacyjne”, projekt

nr PPN/BIL/2018/1/00135/U/00001 finansowany przez Narodowa Agencje Wymiany
Akademickiej w ramach programu bilateralnej wymiany naukowcow pomiedzy Polska
a Austrig, funkcja kierownika — 2019-2022.

15. Informacja o udziale w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz
okreslone w pkt. I1.9.

16.

17. Informacja o uczestnictwie w zespolach oceniajacych wnioski o finansowanie

badan, wnioski o przyznanie nagrod naukowych, wnioski w innych konkursach majacych
charakter naukowy lub dydaktyczny.



Recenzja grantu NCN w panelu eksperckim, 2012 rok,
Cztonek jury w XLVI Przegladzie Dorobku Kot Naukowych Szkoty Gloéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, 2019 rok.

I1l. INFORMACJA O WSPOLPRACY Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM

| GOSPODARCZYM
1. Wykaz dorobku technologicznego.
2. Informacja o wspolpracy z sektorem gospodarczym.

W latach 2017-2020 wspotpracowatam z firmg Bayer Animal Health w celu zbadania
sytuacji epidemiologicznej dirofilariozy skornej w Polsce.

3. Uzyskane prawa wlasnosci przemystowej, w tym uzyskane patenty, krajowe lub
miedzynarodowe.

4. Informacja o wdrozonych technologiach.

5. Informacja o wykonanych ekspertyzach lub innych opracowaniach wykonanych na
zamowienie instytucji publicznych lub przedsigbiorcow.

6. Informacja o udziale w zespotach eksperckich lub konkursowych.

7. Informacja o projektach artystycznych realizowanych ze $rodowiskami
pozaartystycznymi.

IV. INFORMACJE NAUKOMETRYCZNE

1. Informacja o punktacji Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktoérych
parametr ten jest powszechnie uzywany jako wskaznik naukometryczny).

Punktacja Impact Factor wedlug bazy Journal Citation Reports:

Punkty IF
Przed uzyskaniem stopnia doktora 1,342
Po uzyskaniu stopnia doktora 68,064
Razem 69,406

2. Informacja o liczbie cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym
uwzglednieniem autocytowan.

Catkowita liczba cytowani wedtug bazy danych Web of Science Core Collection: 212
bez autocytowan: 183
3. Informacja o posiadanym indeksie Hirscha

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science Core Collection (z dnia 15.07.2022r): 9



4, Informacja o liczbie punktéw MNiSW.

Punkty MEiIN [MNiSW]
Przed uzyskaniem stopnia doktora 43
Po uzyskaniu stopnia doktora 1751
Razem 1794

(podpis wnioskodawcy)



