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Wroctaw, 29.01.2025r.
Dr hab. Jolanta Piekarska, prof. uczelni

Zaktad Parazytologii i Chordéb Inwazyjnych
Katedra Choréb Wewnetrznych

z Klinikg Koni, Pséw i Kotéw

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

RECENZIA
pracy doktorskiej mgr Justyny Karabowicz
pt. , Okreslenie roli nowo poznanych pasozytniczych czynnikéw hamujacych migracje makrofagéw
w uktadzie Dirofilaria repens — zywiciel”
wykonanej w Katedrze Nauk Przedklinicznych, Instytutu Medycyny Weterynaryjnej SGGW

w Warszawie pod kierunkiem promotora ks. dr hab. inz. Marcina Wisniewskiego, prof. SGGW oraz
promotora pomocniczego dr hab. inz. Ewy Dtugosz

Podstawg do wykonania recenzji jest uchwata Rady Dyscypliny Weterynaria, Szkoty Gtéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z dnia 20 listopada 2024 r. i pismo Przewodniczgcego Rady Dyscypliny
Weterynaria, SGGW w Warszawie prof. dr hab. Marcina Banbury z clnia 27 listopada 2024r.

Podstawa prawna: Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U z 2024, poz.
1571) (zgodnos¢ z elementami uwzglednionymi w art. 187 ustawy)

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Justyny Karabowicz stanowi zbiér dwdch
powigzanych tematycznie opublikowanych artykutéw naukowych oraz wynikéow badan, ktére nie
zostaty opublikowane co jest zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce i moze stanowic podstawe do uzyskania stopnia doktora.

W sktad rozprawy wchodzg dwa artykuty naukowe opublikowane w 2022 i 2024 roku w
recenzowanych czasopismach z bazy JCR (Journal Citation Report).

P1. Karabowicz J, Dtugosz E, Baska P, Wisniewski M. (2022). Nematode Orthologs of Macrophage
Migration Inhibitory Factor (MIF) as Modulators of the Host Immune Response and Potential
Therapeutic Targets. Pathogens. 11 (2): 258. https://doi.org/10.3390/pathogens11020258

P2. Karabowicz J, Dtugosz E, Baska P, Pekacz M, Wysmotek M, Klockiewicz M, Wisniewski M. (2024).
Analysis of the role of Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factors in host-parasite
interactions. Journal of Veterinary Research. 68 (3) : 381-388. https://doi.org/10.2478/jvetres-

2024-0038
Wspoétczynnik wptywu (IF) prac wchodzacych w sktad cyklu wynosi 4,6 natomiast suma punktow

zgodnie z wykazem MNiSW z 2024r. wynosi 240. Obie publikacje wchodzgce w sktad dysertacji s
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pracami wieloautorskimi, w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem i autorem

korespondencyjnym.

W pierwszej publikacji pani mgr Justyna Karabowicz wspottworzyta koncepcje artykutu i
przygotowata oryginalng wersje manuskryptu. W drugiej publikacji jej udziat polegat na
zaprojektowaniu eksperymentéw, gromadzeniu, analizie i opracowywaniu danych, przygotowaniu
manuskryptu oraz odpowiedzi na recenzje. Udziat Kandydatki w obu pracach zostat okreslony

procentowo odpowiednio na 85 i 70%.

Charakterystyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej

Przedstawione do recenzji 62 stronnicowe opracowanie zostato przygotowane zgodnie z
zasadami przyjetymi dla dysertacji doktorskiej i obejmuje 8 gtéwnych rozdziatéw poprzedzonych
spisem tresci. Praca rozpoczyna sie streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, ktére zwiezle
przedstawiajg tto badan oraz gtéwne wyniki i konkluzje. Na kolejnych stronach Autorka zamiescita
liste publikacji wchodzacych w sktad rozprawy oraz objasnienie zastosowanych skrotéw. Do
opracowania dotgczono réwniez kserokopie publikacji, wchodzacych w sktad cyklu oraz oswiadczenia
wspotautoréw prac odnos$nie wktadu w powstanie publikacji.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy nicienia Dirofilaria repens bedacego przyczyng
dirofilariozy podskdrnej, inwazji pasozytniczej zwierzat miesozernych, gtéwnie psow i innych
gatunkow z rodziny psowatych i kotowatych, przenoszonej przez komary. Wprowadzone podczas
uktucia komara do organizmu zywiciela inwazyjne larwy (mikrofilarie) dojrzewajg w tkance
podskérnej oraz w jamach ciata powodujgc powstawanie guzkdw. Doroste samice nicieni rodzg do
krwiobiegu nowe pokolenie mikrofilarii, co stwarza wysokie ryzyko przeniesienia i rozprzestrzeniania
inwazji na innych zywicieli. Pasozyt posiada potencjat zoonotyczny stad nie mniej istotna jest réwniez
Swiadomos¢ zagrozenia zdrowia ludzi. W zwigzku z obserwowang w Europie tendencjg zwiekszania
sie zasiegu wystepowania nicienia, dirofilarioza stanowi obecnie istotny problem inwazjologiczny
budzacy duze zainteresowanie lekarzy weterynarii, szczegdélnie w kontekscie diagnostyki klinicznej
i laboratoryjnej.

W uzasadnieniu tematyki podjetych badan Autorka wskazata na koniecznos$¢ poszerzenia
badan dotyczacych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej rozwijajacej sie podczas inwazji D.
repens. Badania te s3 istotne ze wzgledu na problemy zdrowotne, ktére wywotuje ten pasozyt u
zwierzat oraz u ludzi oraz sg niezbedne dla zrozumienia patogenezy oraz opracowania nowych metod

leczenia i zwalczania tej parazytozy.
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W rozdziale Wstep Doktorantka w przystepny sposéb omowita zagadnienia zwigzane z
pasozytniczym nicieniem D. repens opisujac jego biologie, patogeneze inwazji, rozprzestrzenienie w
Europie jak réwniez znaczenie w weterynarii i medycynie cztowieka. Przedstawita aktualny stan
wiedzy dotyczgcy ztozonej odpowiedzi ukfadu immunologicznego zywiciela w przebiegu inwazji
wywotanych przez filarie w tym réwniez D. repens zwracajgc uwage, ze pomimo rosngcego
zagrozenia, jakie stwarza ten nicied, wiedza na temat molekularnych mechanizméw interakcji
pasozyt-zywiciel w przebiegu dirofilariozy pozostaje ograniczona. D. repens moze przezy¢ w
organizmie zywiciela wiele lat nie manifestujac przy tym wyraznych objawdéw klinicznych. Moze
réwniez rozwijac sie u innych zywicieli a strategie pasozyta, ktére pozwalajg mu przezy¢ w tkankach
wcigz nie sg do konfca poznane. Identyfikacja oraz okreslenie na poziomie molekularnym funkcji

wytwarzanych przez D. repens biatek o wiasciwosciach immunomodulujacych wydaje sie istotne dla
zrozumienia mechanizméw odpowiedzi immunologicznej w przebiegu tej inwazji.
W dalszej czesci wstepu Autorka przedstawita charakterystyke biatka - czynnika hamujgcego
migracje makrofagéw (macrophage migration inhibitory factor; MIF) jak rowniez dostepng wiedze na
temat jego homologdéw stwierdzonych u ponad 20 gatunkéw pasozytniczych nicieni, w tym takze u
filarii. Homologi MIF odgrywajg istotng role w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej zywiciela,

zaréwno poprzez hamowanie procesow prozapalnych, jak i indukcje réznicowania w kierunku
makrofagédw typu M2, co moze sprzyja¢ przetrwaniu pasozyta w organizmie zywiciela. Doktorantka
trafnie zidentyfikowata luke badawczg i jako gtéwny cel swojej pracy wybrata okreslenie roli dwéch

homologéw biatka czynnika hamujacego migracje makrofagéow D. repens w ukfadzie pasozyt -
zywiciel. Wyznaczone piec szczeg6towych celdw badawczych pozwolito na weryfikacje prawidtowo

Homologi MIF D. repens wykazujg wtasciwosci immunomodulacyjne wptywajac na aktywnosé

postawionych hipotez badawczych, ktére zaktadaty, ze :
1.
makrofagéw poprzez hamowanie ich prozapalnego dziatania, co sprzyja przezyciu dorostych

pasozytéw w tkance zywiciela
2. Rekombinowane biatka rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 s3 rozpoznawane przez surowice psow
naturalnie zarazonych D. repens.
Aby zrealizowa¢ zatozone cele Autorka wyznaczyta szczegotowy zakres pracy, a proces organizacji
badan szczegétowo opisata w rozdziale 3 rozprawy Materiaty i Metody. Badania doswiadczalne

Doktorantka rozpoczefa po dokonaniu szczegétowego przegladu literatury dotyczacej homologow

MIF wydzielanych przez nicienie. W Publikacji 1 przedstawita aktualny stan wiedzy na temat ich
struktury, aktywnosci enzymatycznej, wptywu na uktad odpornosciowy zywiciela oraz potencjalnego

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw

" AYFE ATN VS A TS A FPNTIIEVNAY SAFIYTY T £ NT AT AT TR TEET A ST TS 7 T

I‘\I



n &

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

.
E WE WROCEAWIU

ZAKLAD PARAZYTOLOGI I CHOROB INWAZYJNYCH
KATEDRY CHOROB WEWNETRZNYCH Z KLINIKA KONI, PSOW I KOTOW

zastosowania w leczeniu chordb pasozytniczych, zapalnych i autoimmunologicznych. Do osiggniecia
wyznaczonych celéw badawczych Doktorantka wykorzystata narzedzia bioinformatyczne jak analiza
pordwnawcza sekwencji nukleotyddw czy modelowanie przestrzenne biatek oraz zréznicowane
metody biotechnologiczne, w tym techniki inzynierii genetycznej (tj. ilosciowa reakcja faricuchowej
polimerazy /quantitative polymerase chain reaction; qPCR/, produkcja biatek rekombinowanych w E.
coli). W ramach rozprawy doktorskiej zostaty przeprowadzone réwniez badania na modelu
zwierzecym. Oczyszczonymi biatkami rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 immunizowano myszy BALB/c w celu
otrzymania surowicy poliklonalnej a ocene immunogennosci badanych biatek przeprowadzono
metodg immunoenzymatyczng (ELISA) oraz badaniem Western blot. Test ELISA wykorzystano
réwniez do oceny reaktywnosci rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 z przeciwciatami surowicy pséw naturalnie
zarazonych D. repens. Wyniki badan przeprowadzonych wyzej wymienionymi metodami zostaty
opublikowane w Publikacji 2. Dodatkowo, przeprowadzono badania in-vitro oceniajagc wptyw
rekombinowanego biatka Dre-MIF-1 (rDre-MIF-1) na aktywno$¢ makrofagéow ustalonej linii
komoérkowej monocytéw THP-1, w tym profil wydzielanych przez nie cytokin i zmian w poziomie
wybranych markeréw pro- i przeciwzapalnych po stymulacji. Wyniki tych badan nie zostaty
opublikowane i stanowig integralng czes¢ przedtozonej do oceny pracy.

Doktorantka z duzg swobodga postuguje sie prawidtowo dobranymi i zaawansowanymi technikami
badawczymi w celu osiggnigcia zatozonych celéw rozprawy doktorskiej. Opisy poszczegdlnych
etapdw badan, zastosowanej metodyki, warunkéw reakcji oraz stosowanej w badaniach aparatury s
bardzo przejrzyste i $wiadcza o umiejetnosci dobrania odpowiednich narzedzi niezbednych do
zrealizowania planéw badawczych.

Rozdziat Wyniki zawiera syntetyczny opis wynikéw badan opublikowanych w Publikacji 2 oraz
szczeg6towa analize nieopublikowanych wynikéw badan in-vitro tj. ocene zywotnosci makrofagow,
poziom fosforylacji kinaz w makrofagach linii komérkowej THP-1 po stymulacji biatkiem rDre-MIF-1
oraz stezenie (profil) wydzielanych cytokin i ekspresjg okre$lonych genéw markeréw pro- i
przeciwzapalnych po stymulacji tym biatkiem.

Analizujgc wyniki zawarte w rozprawie stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowata cele naukowe oraz
pozytywnie zweryfikowata postawiong hipoteze badawczg. Analiza bioinformatyczna sekwencji
dwéch homologéw MIF D. repens wykazata, ze Dre-MIF-1 charakteryzuje sie wyzszym poziomem
podobienstwa sekwencji aminokwaséw do MIF cztowieka i psa niz Dre-MIF-2. Stwierdzono wyzszy
poziom ekspresji mRNA kodujgcych Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w dorostych osobnikach D. repens w

poréwnaniu do mikrofilarii. Wykazano, ze u myszy rDre-MIF-1 jest bardziej immunogenny niz rDre-
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MIF-2 a u zarazonych pséw oba rekombinowane homologii MIF sg specyficznie rozpoznawane
jedynie przez przeciwciata podklasy 1gG1l. Nie zaobserwowano natomiast znaczacych rdinic w
poziomach przeciwciat 1gG, 1gG2, IgE lub IgM pomiedzy surowicami pséw zarazonych i niezarazonych
co powinno by¢ cenng wskazowka przy opracowywaniu nowych narzedzi diagnostycznych. Wyniki
badan wykazaty réwniez, ze rDre-MIF-1 wptywa na aktywno$¢ makrofagdw, m.in. hamuje
wydzielanie cytokin prozapalnych przez makrofagi pobudzone lipopolisacharydem (LPS), co $wiadczy
0 jego witasciwosciach przeciwzapalnych i potwierdza jego dziatanie immunomodulacyjne. Takie
dziatanie biatka Dre-MIF-1 moze sprzyjac przezyciu dorostych nicieni D. repens w tkankach zywiciela.

Rozdziat Wyniki jest bardzo dobrg synteza uzyskanych w badaniach wynikéw i w sposdb
jednoznaczny prezentuje najwazniejsze uzyskane rezultaty badan. Wszystkie wyniki w pracy zostaty
opracowane za pomocg dobrze dobranych metod statystycznych, umiejetnie przedstawione (za
pomocy tabel i rycin), wnikliwie przedyskutowane oraz skonfrontowane z badaniami innych
naukowcow.

Bibliografia liczaca 100 pozycji aktualnego piSmiennictwa ufozonego w porzadku
alfabetycznym zostata trafnie dobrana. Zawiera pozycje literatury opublikowane w renomowanych
czasopismach o uznanym IF, gtéwnie z ostatnich 15 lat. Rozprawa doktorska zostata przygotowany z
duzg dbatoscig i doktadnoscig. Jest praca naukowa o typowym i czytelnym uktadzie, dobrze
udokumentowanych wynikach badan, trafnym wyborze piémiennictwa. Uzyskane wyniki s3 waznym
uzupetnieniem dotychczasowej wiedzy dotyczacej mechanizmoéw interakcji pasozyt-zywiciel w
przebiegu dirofilariozy. Doktorantka wykazata umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych, sformutowane przez nig wnioski majg duze znaczenie praktyczne a podjeta przez
Doktorantke proba wyjasnienia mechanizméw dziatania i roli homologéw MIF D. repens i

zachodzgcych zaleznosci potwierdza jej dojrzatos¢ naukowa.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Justyny Karabowicz zatytutowana
»Okresdlenie roli nowo poznanych pasozytniczych czynnikdw hamujacych migracje makrofagéow w
uktadzie Dirofilaria repens — zywiciel” spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim
okreslone w art. 187. Ust.1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz.U z 2024, poz. 1571). W zwigzku z tym, z satysfakcjg rekomenduje i przedktadam Radzie Dyscypliny
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Weterynaria SGGW w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Justyny Karabowicz do dalszych

etapdéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny badan zaprezentowanych w pracy doktorskiej

oraz doskonaty warsztat badawczy wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej o wyrdznienie ocenianej
dysertaciji.
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Wroctaw, 29.01.2025r.
RPW/2620/2025 N
Data:2025-02-03
AT Prof. dr hab. Marcin Baribura
KANCELARIAGLUN TR 272,
— Przewodniczacy Rady Dyscypliny Weterynaria

SGGW w Warszawie

W zataczeniu przesytam recenzjg rozprawy doktorskiej mgr Justyny Karabowicz oraz podpisane

egzemplarze protokotu zdawczo odbiorczego.

ROWNIK ZAKLADU
PARAZYTOLYGII | CHOROBINWAZYJNYCH
Katedry Chorgb trznygh z Kligtka Koni, Psow i Kotow

dr hab. Jo ie f. uczelni




