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Recenzja pracy doktorskiej pt. Badanie odpowiedzi immunologicznej w przebiegu zarazenia
Dirofilaria repens u psa (Canis familiaris) przedstawionej przez
lek. wet. Magdalene Elzbiete Wysmolek

Rozprawa zostata przygotowana pod kierunkiem promotora ks. dr hab. inz. Marcina Wisniewskiego i
pani promotor pomocniczej dr inz. Ewy Dhugosz w Zaktfadzie Parazytologii i Choréb Inwazyjnych
Katedry Nauk Przedklinicznych, Instytutu Medycyny Weterynaryjnej, Szkoty Gléwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.

Do oceny Doktorantka przedstawita manuskrypt w skfad ktérego wchodza:
1. Trzy spdjne tematycznie artykuly stanowiace przedmiot pracy doktorskiej opublikowane w
czasopismach, ktére w roku opublikowania byly uje¢te w wykazie Ministerstwa Edukacji i
Nauki, a co wazne znajduja si¢ na liscie JCR. W jego czesci A.
2. Opis osiagnigcia naukowego przygotowanego wg zasad typowych dla manuskryptu pracy
doktorskie;j.
Wydruki publikacji stanowiacych jednotematyczny cykl.
4. Deklaracje wspotautorow szacujacych swoj wktad naukowy w powstanie pracy. Doktorantka
we wszystkich publikacjach jako pierwszy autor deklaruje zdecydowanie najwigkszy udziat w
ich przygotowaniu (od 43 do 86%).

w

Rozprawa sktada si¢ z dwoch czesci: pierwsza czg$¢ to opis wynikow, ktore nie sa jeszcze
opublikowane. Druga czg$¢ to podsumowanie trzech opublikowanych artykutéw stanowiacych
przedmiot rozprawy. Do rozprawy doktorskiej dotaczone jest streszczenie w jezyku polskim i
angielskim.

Ocena merytoryczna rozprawy.

Temat rozprawy jest bardzo aktualny, gdyz dotyczy szerzacych si¢ filarioz u psow z ktorych niektore
sa zoonotyczne, stanowigc potencjalne zagrozenia dla ludzi, szczegdlnie tam gdzie wystepuja
endemicznie. Wczesne diagnozowanie zarazonych zwierzat jest bardzo istotne z punktu widzenia
epidemiologii choréb pasozytmczych wywo’fanych przez filarie.

W rozdziale Wstep, opisane sa cykl rozwojowy pasozyta psow Dtrof laria repens, przyczyny i
patogeneza filarlozy objawowej i  bezobjawowej, zwiazek poziomu zarazenia z przebiegiem
chronicznym i towarzyszaca mu odpowiedz immunologiczna ze szczegdlnym uwzglednieniem
mechanizméw immunoregulacyjnych rzutujacych na skuteczno$¢ diagnostyki molekularne; tej
filariozy. Stusznie podkreslono zwigzek migdzy topicznoscia osiedlenia sig postaci dorostych i
nasileniem reakcji immunologicznych. Przedstawiono mechanizm negatywnej regulacji receptorowej
komorek dendrytycznych i réznicowania limfocytow T w populacje efektorowe i regulatorowe.



Cel rozprawy jest sformutowany w pigciu szczegdtowych punktach obejmujgcych poréwnanie
wskaznikow hematologicznych i biochemicznych, ocen¢ wystepowania wysokiej mikrofilaremii,
analiz¢ poziomu przeciwcial w filariozie objawowej i bezobjawowej oraz odpowiedz limfocytow T i
B izolowanych z krwi i oceng indukcji $ciezek sygnatowych rozpoznajgcych wzorce molekularne oraz
aktywacj¢ komoérek dendrytycznych przez antygen somatyczny dirofilarii.

W mojej ocenie zabraklo sformutowania ogodlnej/nadrzednej hipotezy obejmujacej powyzsze
zagadnienia, dlatego czasie prezentacji prosz¢ Doktorantke, aby korzystajac z wiasnych wynikow
sprobowata dowies¢, ze identyfikowany stan aktywacji immunologicznej moze byé przydatny do
oceny przebiegu choroby utajone;.

Rozdziat Materialty i metody zawiera opis metod wykorzystanych do otrzymania wynikow
opublikowanych i oddzielnie dla nieopublikowanych a analizowanych w rozprawie. Zamieszczone
schematy dobrze ilustruja etapy prowadzonych badan. Doktorantka opanowata bardzo wiele technik i
metod badawczych. Sg to miedzy innymi: izolowanie komorek z narzadow, prowadzenie hodowli
komorek szpiku kostnego i ich réznicowanie, prowadzenie linii komérkowej nabtonka ludzkiego,
transfekowanie komorek cDNA receptoréw odpowiedzi wrodzonej, procedura znakowania komoérek
do oznaczefi molekularnych w tym FACS, przeprowadzanie testow ELISA, pozyskiwanie produktéw
wydalniczo-wydzielniczych i somatycznych nicienia oraz oznaczanie poziomu przeciwciat w krwi i
cytokin w hodowli po aktywacji komorek antygenami nicienia, ponad to ocena wskaznikow
hematologicznych, biochemicznych, immunologicznych.

W rozdziale Wyniki zamieszczone jest podsumowanie wynikéw juz opublikowanych. Sa one
uzupetnione o dane niepublikowane, a charakteryzujace populacje i aktywnos¢ komérek izolowanych
z krwi pséw, szpiku kostnego myszy w hodowli in vitro z antygenem somatycznym filarii i aktywacje
szlakéw sygnatowych w komérkach nabtonka ludzkiego.

Ocena merytoryczna wynikow niepublikowanych.

Badano fenotyp limfocytéw regulatorowych, cytotoksycznych i limfocytow B i nie wykazano
istotnych zmian w proporcji tych komérek w krwi psow zarazonych i niezarazonych. Wraz ze
wzrostem poziomu mikrofilaremii obserwowano przewage limfocytow T CD4+ nad CD8+. U psow
zarazonych obserwowano wzrost odsetka limfocytow T supresorowych CD4+CD25-Foxp3+.

W hodowli komoérek krwi pséow stymulowanych in vitro nieswoiscie Con-A stwierdzono wzrost
poziomu cytokin takich jak IFN-y, IL-4, I IL-10 z dominacja IL-4. Wzér produkcji cytokin pod
wplywem antygendw nicienia wskazuje na wybidrcza produkcje IL-10 , cytokiny regulatorowej.
Analiza poziomu cytokin w surowicach nie potwierdzita tak znacznej polaryzacji i réznic u psow
zarazonych i niezarazonych.

W kolejnych badaniach ustalono wpltyw antygendw dirofilarii na poziom ekspresji receptoréw
odpowiedzi wrodzonej na komorkach ludzkich HEK-293 transfekowanych c¢DNA wybranych
receptorow. W oparciu o poziom mierzonej IL-8 wykazano zalezng od st¢zenia antygenu pasozyta
aktywacje¢ szlakoéw sygnatowych zwigzanych z receptorami NLRC1, NLRC2, TLR2 ale nie TLRA4.
Dalej badano wplyw antygenu somatycznego dirofilarii na aktywacje i dojrzewanie komorek
dendrytycznych wywodzacych sig¢ komorek szpiku kostnego. Oceniono poziom cytokin wydzielanych
prze komorki izolowane od myszy z wylaczonag ekspresja genu /-1 i TLR4. Przebadano szereg
cytokin. Antygen nie wptynat na zmiang profilu cytokin wzbudzonych przez LPS, ale podnosit
poziom ich produkcji. Interesujace sa wyniki wykazujace brak syntezy IL-23 po aktywacji antygenem
nicienia komoérek z delecjg genu il-13°. Ten watek wynikow jest bardzo dobrze podkreslony w
dyskusji i wskazuje na obecno$¢ w antygenie somatycznym D. repens czynnikow hamujacych
odpowiedz immunologiczng juz na poziomie aktywacji komorek dendrytycznych.

Badania te z wykorzystaniem roéznych modeli badawczych potwierdzajg ztozono$¢ mechanizméw
molekularnych i immunologicznych, ktére w wyrazny sposob moga rzutowa¢ na niejednoznaczny
obraz patologii i podprogowa wartos¢ wskaznikow fizjologicznych. Niski poziom aktywacji wydaje
si¢ wynika¢ z uruchomienia mechanizméw supresorowych juz na poziomie aktywacji odpowiedzi
immunologicznej u psoéw naturalnie zarazonych Dirofilaria repens. Pomimo to, wykazano
przydatnos¢ immunoglobuliny klasy IgG1 do diagnozowania aktywnej ale utajonej inwaz;ji.

Pozostate trzy prace zostaly opublikowane i podlegaty skrupulatnej ocenie przez recenzentow
czasopism. Nie beda zatem przedmiotem mojej doglebnej recenzji. Wskazg tylko na istotne
osiagnigcia.



Praca 1.: Magdalena Wysmotek et. al. 2020. Hematological and biochemical changes in dogs naturally
infected with Dirofilaria repens. Frontiers in Veterinary Science 7, 590.

Badania przeprowadzono na dobrze zdefiniowanej grupie psow, 98 naturalnie zarazonych i 112
niezarazonych. Tak liczna populacja umozliwia uzyskanie wiarygodnych wynikéw. Do badan
wybrano  osobniki  bezobjawowe  chrakteryzujace si¢  wskaznikami  biochemicznymi i
hematologicznymi mieszczacymi  si¢ w zakresie normy, co umozliwilo wybdr najczgsciej
wystgpujacych pséw w naturalnej populacji. Wykazano, ze zarazenie D, repens istotnie wplywa na
stan zdrowia pséw niezaleznie od ich pierwotnego stanu klinicznego. Swiadcza o tym zmiany w
obrazie krwi; inwazja u bezobjawowych- bez mikrofilarii w krwi, doprowadza do anemii i stresu
chronicznego o czym $wiadczy limfopenia, wzrost poziomu glukozy, ALP i kreatyniny, co przekfada
si¢ na wigksza chwiejnos¢ wskaznikéw fizjologicznych u psow z utajong dirofilarioza.

Praca 2.: Magdalena Wysmotek et al. 2020. 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 7, 577466.

W pracy tej opisane sa 4 przypadki zarazenia pséw dirofilaria D. repens. Wyniki badan wskazujg ze
zarowno mikrofilarie jak i formy doroste podskérne moga bezposrednio pogtebiaé patologie juz
obecnych schorzen. Opisane przypadki wskazuja na indywidualny rozwoj patologii u pséw pomimo
wysokiego poziomu mikrofilaremii. Ten takze wykazuje duzy rozrzut nie korelujacy z
zaawansowaniem schorzenia. Badania te stanowia mocng przestanke do dalszych badan nad
mechanizmami patogenezy tego ukfadu pasozyt- zywiciel.

Praca 3.: Magdalena E. Wysmotek et al. 2022. Canine antibody response against Dirofilaria repens in
natural occult and microfilaremic infections. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious
Diseases. 86, 101818

W pracy tej pracowano i zanalizowano oryginalne wyniki poziomu przeciwciat klasy IgG1, IgE i IgM
specyficznych wobec antygenu somatycznego filarii, charakteryzujac odpowiedz humoralng w
asymptomatycznej dirofilariozie podskdrnej u pséw zarazonych naturalnie D. repens. Wykazano ze
asymptomatyczng dirofilarioze¢ podskérng mozna diagnozowa¢ na podstawie poziomu przeciwciat
klasy IgG1 swoiscie reagujacych z antygenami nicienia.

Ocena formalna manuskryptu

Uktad tresci jest typowy dla manuskryptu pracy doktorskiej. Kolejne rozdziaty to: Wstep, Cele pracy
doktorskiej, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Pi$miennictwo i wydruki publikacji
wehodzacych w sktad jednotematycznego cyklu. Ostatni rozdziat stanowia deklaracje wspotautorow.

Praca jest napisana logicznym, zwig¢ztym i zrozumialym jezykiem naukowym. Nieliczne sg skréty
myslowe czy zargon, szczegolnie w rozdziale material i metody, co trudne Jjest do uniknigcia przy
opisywaniu réznorodnej metodyki molekularnej. Niektére zdania wymagaja wsparcia cytacja jak np.
na stronie 19 wiersz 3 i 21, na stronie 20 wiersz 12, na stronie 37 wiersz 11.

llustracje sa przygotowane bardzo starannie z wykorzystaniem odpowiednich programéw graficznych.
Wykresy sa podpisane poprawnie, ale nie wszystkie (patrz strona 39, 41, 45) maja zaznaczong
istotno$¢ statystyczng réznicy wynikow. Nie wszystkie stupki maja naniesiong wartos¢ SD. Czy
wynika to z niewystarczajacej liczby oznaczen?

Podsumowanie

Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwiazanie problemu naukowego w zakresie
zastosowania wynikow wiasnych badan naukowych dla potrzeb diagnostyki parazytologicznej a
szczegolnie filariozy wywotanej przez D. repens przy bezobjawowym przebiegu choroby u psow. Ma
to znaczenie dla monitorowania endemicznych zarazen i szerzenia sie parazytozy. Wyniki istotnie
poszerzaja wiedzg teoretyczng i praktyczng przydatng do zrozumienia stabo poznanych mechanizmach
patogenezy bezobjawowych zarazen Dirofilaria repens. Opisano i scharakteryzowano poprzez
wskazniki metaboliczne, hematologiczne i immunologiczne stan przewleklego stresu
immunologicznego zaleznego od limfocytow Th2. Wskazano na immunosupresyjne $rodowisko
immunologiczne korelujace z poziomem mikrofilaremii, obecnoscia form dorostych pod skora czy



niedoborami immunologicznymi. Ustalono odrgbne proporcje produkcji przeciwciata klasy IgGl i
IgG2 wskazujacych na dominacje odpowiedzi Thl skierowanej przeciw mikrofilariom u samic, a
dominacj¢ odpowiedzi Th2 u samcéw zywiciela, psa. Przydatne dla diagnostyki moga by¢ nie
publikowane jeszcze wyniki badan nad aktywacja komorek prezentujacych antygeny pod wptywem
antygendéw nicienia. Potwierdzono udziat IL-13 oraz $ciezki sygnatowej zaleznej od receptoréw
odpowiedzi wrodzonej TLR2 i NLRC1 i NLRC2 na zaproponowanym modelu komérkowym po
transfekcji ¢DNA receptoréw odpowiedzi wrodzonej w komdrkach linii nablonkowej. O
dwubiegunowej aktywacji komorek ukfadu odpornosciowego $wiadczy miedzy innymi wzrost
poziomu cytokin zaréwno prozapalnych jak i regulatorowych. Podkreslono znaczenie populacji
komorek regulatorowych TCD4+Foxp3+ w chronicznym zarazeniu filaria.

Po przeczytaniu rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze Doktorantka prezentuje nie tylko ogdlng wiedze
teoretyczng ale i szczegétowa w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie weterynaria, a takze w
dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych. Wykazata sie¢
umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Oceniajac rozprawg doktorska Pani lek. wet. Magdaleny Elzbiety Wysmotek, stwierdzam, ze
przestane mi do recenzji materiaty, ktérych gldwnym elementem sag trzy oryginalne artykulty
opublikowane w specjalistycznych czasopismach naukowych oraz manuskrypt uzupetniajgcy o wyniki
nieopublikowane, spetniaja wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z
dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (z pdzniejszymi zmianami).
Przedstawione badania sa nowatorskie, a wyniki zostaty uzyskane przy uzyciu wiasciwie dobranej
zaawansowanej metodyki badawczej i maja bardzo istotny walor poznawczy oraz potencjal do
praktycznego zastosowania.

Whioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego o
przyjecie rozprawy lek. wet. Magdaleny Elzbiety Wysmotek oraz dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie, wskazujac na bardzo wysoki poziom
merytoryczny i nowatorstwo pracy oraz opracowanie bardzo trudnego zagadnienia i fakt, ze wyniki
zostaly opublikowane w formie trzech oryginalnych artykutéw, z wiodacym udziatem doktorantki,
jako pierwszego autora we wszystkich pracach, wnoszg o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.
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