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Osiggniecia naukowego oraz istotnej aktywnosci naukowej kandydatki do stopnia naukowego

RECENZJA

doktora habilitowanego w dziedzinie nauk weterynaryjnych w dyscyplinie weterynaria
dr Ewy Dtugosz

> Sylwetka Habilitantki

Pani dr Ewa Dtfugosz jest absolwentka Miedzywydziatowego Studium Biotechnologii, Szkoty Gtéwne;j
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, a dyplom magistra inzyniera biotechnologii w zakresie
biotechnologii w produkcji i ochronie zdrowia zwierzat uzyskata w 2003. Stopiern doktora nauk
weterynaryjnych uzyskata 23.04.2008 r. na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej, Szkoty Gtéwnej. Podstawg
uzyskania stopnia doktora byta rozprawa doktorska zatytutowana ,Stezenia wybranych cytokin u
chomikéw syryjskich immunizowanych metaloproteinaza 7 Ancylostoma ceylanicum i zarazanych larwami
inwazyjnymi tego nicienia” (stopien uzyskany z wyrdznieniem). Jej kariera naukowa od poczatku zwigzana
jest z Zaktadem Parazytologii i Choréb Inwazyjnych w Katedrze Nauk Przedklinicznych, Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej, Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie., gdzie od 1. 07. 2008 Habilitantka
jest zatrudniona na stanowisku adiunkta.

> Ocena osiqggniecia naukowego
Osiagnigcie naukowe przedstawione przez Habilitantke zatytutowane ,Okreslenie roli larwalnych
antygenow Toxocara canis w przebiegu toksokarozy” stanowi jednotematyczny cykl czterech
publikacji oryginalnych, opublikowanych w latach 2015-2021 w trzech czasopismach. Wszystkie
czasopisma znajduja sie na liscie JCR, a ich wspdtczynnik wptywu (IF) waha sie od 1,16-4,531
zgodnie z rokiem opublikowania:

e Parasitology Research (2015, IF: 2,027, 30 pkt MNiSW;

2019, IF; 1,641, 70 pkt MNiSW)

e Acta Parasitologica (2016, IF: 1,16, 20 pkt MNiSW)

e Pathogens (2021, IF: 4,531, 100 pkt MNiSW).
taczny IF publikacji wskazanych jako osiagniecie wynosi 9,359, a taczna liczba punktéw MNIE
wynosi  220. We wszystkich pracach Habilitantka jest pierwszym oraz autorem
korespondencyjnym. Procentowy udziat Habilitantki w powstawanie publikacjach zostat okreslony
na 80-85%, i polegat na opracowaniu koncepcji badan, pozyskaniu finansowania, zaplanowaniu,
przygotowaniu i przeprowadzeniu czesci doswiadczen, analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw
oraz przygotowaniu manuskryptu. Liczba autoréw poszczegdlnych publikacji waha sie od 2 do 4, a

dane okreslajgce indywidualny wkiad kazdego z autoréw w powstanie pracy oraz oswiadczenia
wspoétautoréw zostaty zamieszczone w zatgcznikach 5 i 6 do Wniosku.

Osiagnigcie naukowe stanowig nastepujace publikacje:



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

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

e Dtugosz E, Basataj K, Zawistowska-Deniziak A. 2019. Cytokine production and signalling in
human THP-1 macrophages is dependent on Toxocara canis glycans. Parasitology Research
118 (10):2925-2933. DOI:10.1007/500436-019-06405-8.

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

Toxocara canis jest nicieniem pasozytniczym powszechnie wystepujagcym u pséw, jednakze moze
wystgpowac u wielu gatunkéw ssakéw, w tym cztowieka. Toksokaroza, choroba powodowana
przez tego nicienia u ludzi jest choroba odzwierzeca wystepujaca na catym $wiecie, a liczba
serologicznie potwierdzonych przypadkéw waha sie w zaleznosci od regionu geograficznego: np.
Europa — 7% u dorostych, Japonia — 81,7% u dorostych. W organizmie zarazonego zywiciela,
unikajac ataku immunologicznego, larwy nawet przez kilka lat mogg migrowaé przez tkanki
osiedlajagc sie w takich narzadach jak ptuca, watroba, oko, i mézg powodujac powaine
komplikacje. Wedrujace larwy czesto stanowig przyczyne rozwoju choréb alergicznych (astma).
Unikanie odpowiedzi immunologicznej zywiciela, to przede wszystkim wydzielanie przez pasozyta
antygenow somatycznych i ekskrecyjno-sekrecyjnych (ES), ktére w cyklu zyciowym pasozyta czesto
ulegaja znaczacym zmianom. Znacznie istotniejszg role w tym procesie przypisuje sie antygenom
ekskrecyjno-sekrecyjnym, a w przypadku inwazji T. canis glikoproteinom takim jak: TES-12, ktéra
zawiera O-glikozylowane mucyny; TES-32 i TES-70 ktdre zidentyfikowane jako lektyny typu C (Tc-CTL-1 i
Tc-CTL-4); TES-26 zidentyfikowane jako biatko wigzgce fosfatydyloetanoloamine czy TES-120
odpowiedzialnego za tworzenie ptaszcza powierzchniowego larw. W przebiegu toksokarozy obserwuje sie
silng odpowiedz immunologiczng typu Th2 z jednoczesng produkcja IL-10 i TGF-B, co prowadzi do ttumienia
odpowiedzi Th1 i obnizenia poziomu IL-12 i IFN-y.

Znajomosc literatury oraz wyniki wczesniejszych badar wiasnych skionity Habilitantke do podjecia dalszych
badan proceséw immunologicznych w przebiegu toksokarozy. Uzasadnienie konicznosci ich podjecia
zostato sformutowane w 6 punktach (podrozdziat 4.3 autoreferatu). Natomiast szczeg6towe cele badawcze
zostaty zapisane w czterech punktach (podrozdziat 4.4 autoreferatu) odzwierciedlajac jednoczeénie
tematyke badar opisanych w poszczegélnych publikacjach stanowigcych osiggniecie naukowe Habilitantki.

> Syntetyczne omdwienie publikacji stanowiqgcych osiggniecie naukowe

* Pierwsza publikacja z ,cyklu” dotyczyta okreslenia wptywu antygenéw T. canis na produkcje
cytokin przez mysie splenocyty Badania zostaty przeprowadzone na mysim modelu
toksokarozy, z wykorzystaniem myszy BALB/c zarazonych dawka 500 inwazyjnych jaj T. canis.
Jaja nicieni pozyskano z katu zarazonych pséw odrobaczanych w warszawskich klinikach
weterynaryjnych. Zastosowano nastepujace metody badawcze: dopracowania metodyki
izolacji i warunkéw hodowli larw L3, przygotowanie antygenu ES pasozyta (TES), uzyskanie
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rekombinowanych mucyn Tc-MUC-2, Tc-MUC-3, Tc-MUC-4 i Tc-MUC-5 poprzez klonowanie
sekwencji cDNA w wektorze ekspresyjnym pPICZa w celu ich ekspresji w drozdzach Pichia
pastoris, Westren blott, izolacja frakcji monocytéw/makrofagéw ze sledziony myszy i ich
hodowla in vitro, okreslenie stezenia wydzielonych do pozywki cytokin metode ELISA.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze w eksperymentalnym modelu mysiej toksokarozy indukowana
jest silna odpowiedz immunologiczna Th-2 ze zwiekszong produkcjg IL-5, IL-6, IL-10 i TGF-B.
Jednoczeénie pomimo obecnosci IL-6 | TGF-B, ktore wydaja sie by¢ kluczowymi cytokinami w
roznicowaniu Th17, ten typ odpowiedzi immunologicznej nie jest indukowany Wykazano
rowniez, ze rekombinowane mucyny T. canis mozna stymulowaé splenocyty mysie do
produkcji cytokin, jednakze peten antygen TES ma wiekszy wptyw na wydzielanie cytokin
przez te komorki. W opinii autoréw wynik ten moze byé powodowany obecnoscig wielu
roznych czasteczek/sktadnikow antygenu TES lub jest sumg efektéw wszystkich, w efekcie
czego antygeny TES maja silne wiasciwosci immunomodulujace przez co w sposéb réznoraki
oddziatywaja na mysie komorki odpornosciowe.

Zbadanie roli reszt cukrowych antygendw w interakcji z przeciwciatami specyficznymi dla larwalnych
antygendw T. canis to tematyka, ktérg Habilitantka podjeta w drugiej publikacji z ,cyklu”.
Badania te miaty réwniez na celu okreslenie przydatnosci biatek rekombinowanych jako
markera diagnostycznego. Podobnie jak w poprzedniej publikacji, badania przeprowadzono
na mysim modelu toksokarozy. Zastosowano nastepujgce metody badawcze: hodowla larw L3
i przygotowanie antygenu TES pasozyta, uzyskanie rekombinowanych mucyn w systemie
ekspresji w drozdzach Pichia pastoris, SDS-PAGE. Reaktywnos¢ przeciwciat klas IgM, IgE, IgG1 oraz
IgG2a z antygenami ES T. canis, rekombinowanymi mucynami Tc-MUC-2, Tc-MUC-3, Tc-MUC-4,
Tc-MUC-5 wyprodukowanymi w drozdzach P. pastoris oraz z ich deglikozylowanymi odpowiednikami
byty analizowane indywidualnie oraz jako mieszanina czterech czasteczek. W tym celu wykonywano
niekomercyjny test ELISA, opfaszczajgc ptytki antygenami w stezeniu 5 pg/ml. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze antygeny ES T. canis byty rozpoznawane przez wszystkie mysie immunoglobuliny,
aczkolwiek ich reaktywnos¢ réznita sie. Reaktywnosé IgG2a na antygeny pasozyta byta bardzo
niska, a IgM najwyzsza. Zaobserwowano réwniez istotng rdznice w reaktywnosci przeciwciat z
czasteczkami pozbawionymi reszt cukrowych. Deglikozylowane antygeny TES, mieszanina
mucyn oraz Tc-MUC-3 byty stabiej rozpoznawane przez przeciwciata klasy 1gG1 niz formy
zawierajace reszty cukrowe. Immunoglobuliny klasy I1gM najsilniej reagowaty z antygenami
TES, szczegllnie z resztami cukrowymi; znacznie stabiej reagowaty z mucynami, a ich
reaktywnos¢ z czasteczkami pozbawionymi reszt cukrowych byta dodatkowo obnizona.
Wsréd mucyn, Tc-MUC-4 byt gtéwnie rozpoznawany przez IgM, a deglikozylacja tego
antygenu prowadzita do znacznej utraty reaktywnosci IgM.

Obecnosc¢ glikanéw na rekombinowanych mucynach réwniez wptywata na ich antygenowos,
a obecnos¢ reszt cukrowych wykazywata wyisza reaktywno$¢ w poréwnaniu do form
deglikozylowanych.

W konkluzji Habilitantka stwierdza, ze chociaz potencjat diagnostyczny rekombinowanych
antygenow T. canis zostat juz wczes$niej wykazany to jednak wigkszo$¢ tych badan dotyczy
antygenow wytwarzanych w bakteryjnych systemach ekspresyjnych pozbawiajac ich reszt
cukrowych.  Wykazujac, ze obecnos¢ reszt cukrowych zwieksza  reaktywnos¢
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rekombinowanych antygenéw z przeciwciatami IgG1 i IgM, tym samym Habilitantka wskazuje
na duzy potencjat rekombinowanych antygendéw uzyskiwanych w drozdzowym systemie
ekspresji w diagnostyce toksokarozy.

Toxocara canis (jak réwniez T. cati) posiadaja potencjat zoonotyczny, a zarazajac ludzi
powoduje ,ogromne spustoszenie” w organizmie zywiciela. Majagc na uwadze fakt, ze
interakcje migedzy T. canis a uktadem odpornosciowym zywiciela (cztowieka) nie s3 w petni
poznane, w publikacji trzeciej przedstawiono wyniki badan, ktére zostaty wykonane przez
Habilitantke ,na modelu ludzkim”, z wykorzystaniem ludzkich monocytéw linii THP-1
(American Typa Culture Collection). Celem tych badan, byto okreslenie wptywu glikoprotein
na produkcje cytokin i na przebieg szlakdw sygnatowych w ludzkich makrofagach.
Zastosowano nastepujace metody badawcze: hodowla larw L3, przygotowanie antygenu TES
pasozyta oraz rekombinowanych i deglikozylowanych form mucyn Tc-MUC-2, Tc-MUC-3,
Tc-MUC-4 i Tc-MUC-5, réznicowanie ludzkich makrofagéw do monocytéw w hodowli in vitro, ocena
stymulacji i stezenia cytokin TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12p70, IL10 i IL-23 z wykorzystaniem dwdch
komercyjnie dostepnych testéw ELISA. Dodatkowo okreslono réwniez profil fosforylacji
wewnatrzkomoérkowych kinaz biorgcych udziat w przekaznictwie sygnatdéw w komorce z
wykorzystaniem komercyjnego zestawu Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array (R&D).
Wykazano, ze makrofagi réznicowane in vitro, a nastepnie stymulowane antygenami T. canis
zareagowaty zwigkszonym wydzielaniem cytokin TNF-q, IL-1B, IL-6 i IL-10, ktérych poziom byt
wielokrotnie wyiszy w przypadku stymulacji glikozylowanymi mucynami. Stwierdzono, ze
usunigcie reszt cukrowych mucyny powoduje mniej efektywng stymulacje makrofagéw do
produkcji cytokin, jednak na poziomie stymulacji TES. Na uwage zastuguje natomiast sekrecja
TNF-a. W przypadku makrofagéw ludzkich jej wydzielanie znaczaco wzrosto po stymulacji
antygenami ES T. canis i formg deglikozylowang. Natomiast w modelu mysim po stymulac;ji
komorek antygenami TES stwierdzono obnizenie wydzielana tej cytokiny. Interesujacy jest
rowniez fakt, ze po stymulacji obu linii komérkowych samymi mucynami stwierdzono wzrost
wydzielania TNF-a. Analiza produkcji cytokin w odpowiedzi na stymulacje poszczegdlnymi
mucynami wykazuje zblizony efekt. Jedynie Tc-MUC-4 silniej stymulowata wydzielanie TNF-
a,a deglikozylowana forma Tc-MUC-5 jako jedyna stymulowata sekrecje IL-12p70.
Podsumowujac ta cze$¢ badan mozna stwierdzi¢, ze stymulacja komérek THP-1 za pomoca
mucyny indukowata odpowiedZ cytokinowg zalezng od glikoprotein, a traktowanie
makrofagéw deglikozylowanymi mucynami byto znacznie mniej skuteczne w poréwnaniu z
nienaruszonymi czasteczkami.

Drugim nurtem badawczym publikacji byta analiza profili fosforylacji kinaz zaangazowanych w
transdukcje sygnatu, ktéra pozwolitaby zrozumie¢ wptyw glikozylowanych mucyn na
produkcje cytokin przez makrofagi THP-1. Najbardziej intensywny, bo az 4-krotny wzrost
fosforylacji zaobserwowano w przypadku biatka szoku cieplnego 27 (HSP27) w komdrkach
traktowanych MUC i dMUC. HSP27 odgrywa istotng role podczas réznicowania monocytéw
do makrofagéw, a takze stymuluje ich przezycie podczas stanu zapalnego. Interesujacy jest
natomiast wynik wskazujacy, ze HSP60 byt fosforylowany na réwnym poziomie we wszystkich
badanych kombinacjach. Warto zauwazy¢, ze biatko to odgrywa waing role w prezentacji
antygenu, aktywacji limfocytéw i makrofagow oraz aktywacji i dojrzewania komodrek
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dendrytycznych. W makrofagach stymulowanych mucynami pozbawionymi reszt cukrowych w
porownaniu do stymulacji petnymi glikoproteinami, wzrosta réwniez fosforylacja kinaz z
rodziny MAPK (p38, JNK, czynnik transkrypcyjny c-Jun). W opinii Habilitantki wynik ten
wskazuje ze antygeny T. canis moga by¢ zaangazowane w szlak sygnatowy ptynacy od
receptorow TLR (Toll-like receptors), a takie powodowaé wyiszg fosforylacje czynnika
transkrypcyjnego CREB w badanych makrofagach. Badano réwniez poziom fosforylacji dwéch
innych kinaz: AMPK i AKT. Pierwsza z nich ulegta silnej fosforylacji po stymulacji makrofagéw
deglikozylowanymi mucynami, natomiast kinaza AKT petnymi mucynami. AMPK hamuje proces
zapalny i wydtuza Zzycie wielu typdw komodrek, a AKT petni kluczowa role w polaryzacji
makrofagéw w kierunku fenotypu M2.

Majgc na uwadze fakt, ze po zarazeniu larwy T. canis migrujg do réznych tkanek, powodujac
réznorakie objawy kliniczne wywotywane przez rézne czasteczki zawarte w puli antygenéw
oraz potencjat zoonotyczny toksokarozy w czwartej publikacji z cyklu Habilitantka
kontynuowata badania na ,modelu ludzkim”. Jej celem byto wytypowanie ludzkich biatek
wigzacych sie z antygenami pasozyta i potencjalnych mechanizméw interakcji
pasozyt-zywiciel. Aby uzyska¢ zamierzony cel wykorzystano drozdzowy system
dwuhybrydowy (Y2H), ktéry umozliwia przeszukanie biblioteki ludzkiego c¢cDNA i analizy
powigzan z antygenami larw T. canis. Nalezy podkreslic, ze Y2H jest skomplikowang,
wieloetapowa metoda polegajaca na przeszukaniu catej puli biatek kodowanych przez
biblioteke ekspresyjng ludzkiego cDNA w aspekcie wigzania z konkretnym biatkiem pasozyta,
transformowaniu komérek drozdzy fragmentami cDNA kodujgcymi komponenty ,ludzkie i
antygenowe”, ich ekspresji i sekwencjonowaniu. Badaniom poddano trzy antygeny T. canis :
mucyna - Tc-MUC-3, lektyna typu C — Tc-CTL-1 oraz biatko wigzace fosfatydyloetanoloamine -
Tc-TES-26. Do dalszych analiz wykorzystano réwniez baze GO, zawiera trzy domeny: element
komoérkowy (CC), proces biologiczny (BP) i funkcje molekularng (MF). Uzyskane wyniki
wskazaty na 16 ludzkich biatek wchodzacych w interakcje z antygenami pasozyta. Byto to 9
biatek wigzacych Tc-MUC-3 (TSPAN13, SMIM30, POLR2G, ADGRF5, UQCRFS1, AGR3, DAZAP2,
TMEM199, PP2D1), 5 biatek wigzgcych Tc-CTL-1 (SLC44A1, SELENOP, JAGN1, CTSB, ANKHD1) oraz 2
biatka wigzace Tc-TES-26 (STX-8, CRISP).

Czasteczki te byly zwigzane z gtéwnymi procesami biologicznymi, takimi jak: przetwarzanie
biatek, transport, organizacja sktadnikow komoérkowych, odpowiedz immunologiczna i
sygnalizacja komdrkowa. Niektore zidentyfikowane interakcje s3 zwigzane z rozwojem
odpowiedzi Th2 poprzez aktywacje kinaz i produkcje cytokin. Wéréd innych waznych interakgji
nalezy wskaza¢ degranulacje neutrofili, potencjalne procesy neurodegeneracji obserwowane
podczas neurotoksokarozy czy te powiagzane z patologia ptuc stwierdzong u zarazonych
zywicieli.

Jednakze jak stusznie konkluduje Habilitantka w autoreferacie (3 akapit, str.10): ,Jednak,
nalezy pamigta¢, ze interakcje wytypowane z wykorzystaniem drozdzowego systemu
dwuhybrydowego musza by¢ potwierdzone eksperymentalnie. Dopiero wtedy mozliwe bedzie
petniejsze zrozumienie proceséw zachodzacych w organizmie zywiciela podczas inwazji glisty
psiej.”



PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania podkreslity nie tylko duzy potencjat rekombinowanych antygenéw
uzyskiwanych w drozdzowym systemie ekspresji w diagnostyce toksokarozy. Uzywajgc dwdch
modeli badawczych in vitro dla zarazenia T. canis: mysiego i ludzkiego oraz poréwnanie
uzyskanych wynikéw umozliwito dokfadniejsze poznanie mechanizmow i szlakéw sygnatowych
zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng zywicieli na zarazenie. Dodatkowo uzyskane
wyniki pozwolity na dokonanie analizy mechanizméw interakcji badanych antygenéw z
komadrkami zywicieli.

W akapicie tym nie moze zabrakna¢ odniesienia do konkluzji zawartej w ostatniej z czterech
publikacji cyklu cyt.: ,,Uzyskane wyniki badarn powinny otworzyé nowe obszary i dostarczyé
dalszych pomystow w dziedzinie badan toksokarozy i umozliwig lepsze zrozumienie tej
ztozonej i niedocenianej choroby.”

Ocena aktywnosci naukowej
Aktywnos¢ publikacyjna
Jak wynika z analizowanych dokumentéw, do chwili uzyskania stopnia doktora p. Ewa Dtugosz
byta wspétautorem 6 publikacji naukowych: w 3 czasopismach indeksowanych w IRC, oraz 3 z
listy B MNiSW. tgczny wspdtczynnik wptywu IF wynosi 1,342, a liczba punktéw 43. Liczba
punktéw za artykuty opublikowane w czasopismach indeksowanych wynosi 31, a z listy B 12
pkt. W tym czasie Habilitantka byta réwniez wspétautorkg 3 doniesieri konferencyjnych.
Po uzyskaniu stopnia doktora Habilitantka znaczaco powiekszyta swéj dorobek naukowy.
tacznie opublikowata 36 artykutéw, w tym w 31 czasopismach indeksowanych w IRC oraz 5 z
poza listy. Szes¢ artykutéow opublikowano w czasopismach nie posiadajacych IF. taczny
wspoétczynnik wptywu IF wynosi 68,064, a liczba punktéw 1751. W okresie po uzyskaniu
stopnia doktora dorobek zostat powiekszony 6-krotnie, a IF zwiekszyt sie ponad 50-krotnie.
Moze to by¢ jednak wskaznik niemiarodajny ze wzgledu na zwieszanie sie IF w kolejnych
latach. W tym czasie Habilitantka byta réwniez wspoétautorka 36 doniesieri konferencyjnych.
Biorac pod uwage réwniez te publikacje, ktére zostaly przedstawione jako jednotematyczne
osiggnigcie naukowe to po uzyskaniu stopnia naukowego doktora Habilitantka jest autorka
lub wspotautorka 48 publikacji naukowych o tacznym IF 78,7651 1995 pkt MNiSW/MEiN.

Aktywnos¢ badawcza

e przed uzyskaniem stopnia doktora
W czasie swojej kariery naukowej Habilitantka uczestniczyta w realizacji 7 projektéow
naukowych. W 4 z nich petnita role kierownika.

Juz w czasie studiow magisteriach brata udziat w projekcie “Badania nad szczepionka
genetyczng przeciwko pasozytom zotgdkowo-jelitowym przezuwaczy na modelu: owca -
Hemonchus contortus”. H. contortus to krwiopijny nicieni, ktérego forma dorosta bytuje w
trawiencu przezuwaczy (gtéwnie owiec i kdz). Habilitantka byta odpowiedzialna za klonowanie
cDNA i produkcjg rekombinowanego biatka pasozyta w bakteryjnym systemie ekspresyjnym.



W trakcie studiow doktoranckich kontynuowata tematyke dotyczaca opracowania
szczepionek przeciwpasozytniczych, biorgc udziat w realizacji projektu pt. “Opracowanie
wielosktadnikowej szczepionki przeciwko inwazjom tegoryjcéw”.

W kolejnych klatach Habilitantka skierowata swoje zainteresowana na zagadnienia

zwigzane z humoralng i komdrkowg odpowiedzig immunologiczng zywicieli na inwazje
tegoryjcow. Byta gtéwnym wykonawca grantu promotorskiego pt. ,Okreélenie profilu i
dynamiki odpowiedzi cytokin u chomikdw syryjskich immunizowanych cDNA badz biatkiem
enzymOw proteolitycznych Ancylostoma ceylanicum, a nastepnie zarazanych larwami
inwazyjnymi tego nicienia”.

Dodatkowo Habilitantka brata udziat w badaniach odpowiedzi immunologicznej dwéch ras
owiec Zalaznieriskiej i Wrzoséwki naturalnie zarazonych H. contortus oraz badaniach
dotyczacych zmian biochemicznych w surowicach pséw z babeszjoza. W czasie studiow
interesowata si¢ rowniez diagnostyka inwazji pasozytniczych z wykorzystaniem metod biologii
molekularnej. Tematyke tg kontynuuje z powodzeniem do dzis.

e po uzyskaniu stopnia doktora

Pracujac w Zaktadzie Parazytologii i Choréb Inwazyjnych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
SGGW w Warszawie kontynuowata prace badawcze dotyczace odpowiedzi immunologicznej
chomika syryjskiego na inwazje tegoryjcow A. ceylanicum. Opublikowata wyniki badan
uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej, a nastepnie rozpoczeta badania majace na celu
uzyskanie kolejnych rekombinowanych cytokin TGF-B i IL-2, istotnych w odpowiedzi
immunologicznej na inwazje pasozytnicza oraz oceng ich wydzielania przez komérki zywiciela.
Badata takze wptyw rekombinowanego biatka metaloproteazy Ace-MTP-2 A. ceylanicum na
wydzielanie cytokin prozapalnych stosujac model in vitro linie komoérkowa ludzkich
makrofagbw THP-1. Uczestniczyfa w badaniach zespotowych nad opracowywaniem
szczepionki przeciwko inwazji tegoryjcow. Wynikiem tych badar bylo sklonowanie cDNA
szeregu antygendw sekrecyjnych A. ceylanicum (Ace-ASP-3, Ace-ASP-4, Ace-ASP-5) i ich
produkcji w postaci biatek rekombinowanych. Potencjat szczepionkowy tych biatek zbadano
na laboratoryjnym modelem tegoryjczycy: chomikéw syryjskich. Dalszym etapem tych badar
byto poszukiwanie najbardziej efektywnej metody immunizacji. Skupiono sie na  tzw.
antygenach ukrytych (ang. hidden antigens), ktére nie s3 prezentowane uktadowi
immunologicznemu podczas zarazenia. W tym celu sklonowano i uzyskano w formie
rekombinowanej dwie podjednostki (katalityczng — Ace-GCLC i modyfikatorowg — Ace-GCLM)
ligazy glutaminianowo — cysteinowej (AceGCL), jednego z dwéch enzyméw zaangazowanych
w syntezg glutationu, ktéry chroni komorki przed stresem oksydacyjnym i odpowiada za
utrzymanie réownowagi oksydoredukcyjnej. W dalszych badaniach dotyczacych opracowania
szczepionki przeciw tegoryjcom wykorzystano rowniez czasteczki DNA. Fragment cDNA
kodujacy metaloproteinaze Acemep-7 wiaczono w wektor pcDNA3.1 umozliwiajacy ekspresje
w komérkach ssakéw, a podanie zwierzetom tak przygotowanego konstruktu spowodowato
obnizeniem intensywnosci inwazji 0 50% i zmniejszenie liczby wydalanych jaj o 78%.

W  ramach doskonalenia i wdrazania metod diagnozowania parazytoz metodami
molekularnymi Habilitantka identyfikowata tasiemce koni, przywry i tasiemce dziko zyjacych



Y

norek, filarie pséw oraz patogeny przenoszone przez kleszcze. Rezultatem tych badan byto
zdeponowanie 64 sekwencji nukleotydowych rDNA pasozytéw w bazie danych GenBank.

Na uwage zastugujg udziat Habilitantki w badaniach nad dirofilarioza, pasozytnicza

choroba wywotywang przez nicienie z rodzaju Dirofilaria, rozpoczetych przez Zaktadu
Parazytologii i Chordb Inwazyjnych w 2015 r. Dirofilarioza — choroba pasozytnicza najczesciej
wystepuje u psow, ale dotyczy¢ moze takze innych przedstawicieli miesozernych m.in. kotdw,
wilkéw czy lisow. W Europie rozrézniamy tzw. dirofilarioze sercowa (D. immitis) oraz
dirofilarioze podskérnga (D. repens). Doroste pasozyty to kremowe lub biate, nitkowate robaki,
w zaleznosci od gatunku i pfci, o dtugosci od 5 do 30 cm. Postaci larwalne tego pasozyta to
tzw. mikrofilarie — sg tak niewielkie, ze krgza w krwioobiegu zarazonych zwierzat. Choroba
przenoszona jest przez rozne gatunki komaréw. Do zarazenia dochodzi poprzez ugryzienie
komara, w ktdrego ciele pasozyt osigga tzw. forme inwazyjna.
Analizowano poszczegblne przypadki zarazenia D. repens i poszukiwano nowych narzedzi
diagnostycznych. Na podstawie wynikéw badari hematologicznych i biochemicznych krwi
wysunigto hipoteze, ze zarazenie tym nicieniem moze wywotywa¢ stan przewlektego stresu u
psow, a wysoka liczba mikrofilarii we krwi zwierzat jest najprawdopodobniej zwigzana z
wystepujacym réwnolegle stanem immunosupres;ji. Poszukujac nowych narzedzi
umozliwiajacych diagnozowanie dirofilariozy analizowano obecno$¢ przeciwciat reagujacych
z antygenami somatycznymi pasozyta. Uzyskane wyniki wykazaty, ze IgG moie by¢
wykorzystana jako metoda serologiczna diagnozowania dirofilariozy. Jednak, przygotowanie
testu moze by¢ trudne, ze wzgledu na ograniczone mozliwosci uzyskania wystarczajacej ilosci
antygendéw natywnych. Dlatego tez sklonowano fragmenty cDNA kodujace biatka nicienia,
wyprodukowano rekombinowane antygeny i sprawdzano ich przydatno$¢ diagnostyczna, ale
zadna z czasteczek nie byla wystarczajaco specyficzna. Dlatego tez z wykorzystaniem
biblioteki fagowej wytypowano krétkie peptydy o dtugosci 12 aminokwaséw, z ktérych LH10
spetniat warunki markera diagnostycznego dirofilariozy pséw.

Ocena dziatalnosci dydaktycznej i popularyzatorskiej

Jako nauczyciel akademicki p. Ewa Dtugosz rozpoczeta dziatalno$é dydaktyczna jeszcze w
trakcie studiéw doktoranckich. Natomiast na stanowisku adiunkta, czyli od 2008 r.
prowadzita wyktady i ¢wiczenia z wielu przedmiotdw na réznych kierunkach studiéw: jak np.
na kierunku Biotechnologia - Biologia molekularna, Zastosowanie biotechnologii w
profilaktyce choréb zwierzat, Immunosupresja w chorobach zakaznych i inwazyjnych,
Molekularne mechanizmy interakcji pasozyt zywiciel i lekoopornosci pasozytéw; na kierunku
Bioinzyniera Zwierzat - InZynieria genetyczna, Bioinzynieryjne techniki w produkgji
szczepionek; na kierunku Weterynaria oraz Erazmus - Parazytologia i Inwazjologia (w jezyku
polskim i angielskim).

Jest opiekunem studentéw realizujgcymi prace dyplomowe; byta promotorem 10 prac
magisterskich, 13 prac inzynierskich i licencjackich. Wykonata 18 recenzji prac dyplomowych.
Aktualnie jest promotorem pomocniczym dwdéch uczestniczek studidow doktoranckich. Brata
udziat w ksztatceniu lekarzy weterynarii w ramach studiéw podyplomowych — Studium
Diagnostow Klinicznych, wygtaszajac wyktad na temat molekularnych i serologicznych metod
diagnostycznych stosowanych w parazytologii.



W ramach dziatalnosci organizacyjnej i popularyzatorskiej Habilitantka koordynowata (jako
jedna z dwdch oséb) uktadanie planéw dydaktycznych i rozliczanie godzin dydaktycznych
pracownikéw Katedry Nauk Przedklinicznych. Byta cztonkiem Komisji Hospitacyjnej na
kierunku Biotechnologia na Wydziale Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu
SGGW. Jest cztonkiem Rady Programowej na kierunku Biotechnologia na Wydziale Biologii i
Biotechnologii. Brata udziat w trzech Festiwalach Nauki prowadzac lekcje dla uczniow szkét
podstawowych.

Od 2017 roku jestem cztonkiem Stowarzyszenia Polskiej Rady Konsultacyjnej ds.

Parazytoz Zwierzat Towarzyszacych - ESCCAP Polska, ktdra jest niezalezng organizacja
non-profit, ktérej celem jest propagowanie wséréd lekarzy weterynarii i wtascicieli zwierzat
prawidtowych zasad zwalczania, tj. zapobiegania i leczenia pasozytéw u pséw, kotéw oraz
innych gatunkdéw zwierzat towarzyszgcych cztowiekowi.

WNIOSEK KONCOWY

Wysoka ocena przedstawionego osiagniecia naukowego zatytutowanego ,Okreélenie roli
larwalnych antygenéw Toxocara canis w przebiegu toksokarozy” oraz pozostatych osiagnie¢
naukowych, dydaktycznych i organizacyjnych dr Ewy Dtugosz, dokonana na podstawie
przedstawionych dokumentéw upowaznia mnie do wyrazenia opinii iz Kandydatka w pefni
spetnia warunki stawiane kandydatom w postepowaniu o nadanie stopnia doktora
habilitowanego okreslone w obowiazujacych aktach prawnych (art. 219 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce: Dz.U. z 2018 r. z pzn. zm).
Wnoszg zatem do Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie o dopuszczenie dr Ewy Dtugosz do dalszych etapéw postepowania habilitacyjnego.
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