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Dirofilarioza podskoérna jest transmisyjng inwazja o charakterze zoonozy, ktéra od
kilku dekad zagraza zwierzetom miesozernymi czlowiekowi w Europie Srodkowej.
Wywotywana przez nicienie Dirofilaria repens nalezace do rzedu Spirurida, rodziny
Onchocercidae. Jeszcze do niedawna postrzegana jako parazytoza strefy subtropikalne;j,
zostata zawleczona i obecnie jest jedna z czestszych parazytoz zwierzat z rodziny Canidae.
Cztowiek jest nietypowym zywicielem u ktérego udowodniono wystgpowanie form
inwazyjnych dla zywiciela posredniego. Stan taki potwierdza jego rol¢ jako potencjalnego
zywiciela ostatecznego. Jednoczesnie cztowiek staje si¢ mozliwym rezerwuarem inwazji.
Dirofilarioza podskorna w warunkach bezposredniej bliskosci czlowieka, zwierzat
migsozernych oraz komaréw posiada wyjatkowo duzy potencjat transmisji. Wynika on z faktu

relatywnie diugiego okresu zycia dojrzatych nicieni jak i przezywalnosci mikrofilarii.



Postacie dojrzate u zwierzat migsozernych zyja wg Thomasa Schniedera do 7,5 lat,
a mikrofilarie do 2,5 lat. Mechanizmy warunkujgce dtugowieczno$¢ tych nicieni nie zostaly
dotychczas szeroko wyjasnione, podobnie jak i szczegétowy patomechanizm inwazji.
Szczegolnie interesujace sa nowe pojawiajace si¢ tezy przypisujace znaczace zagrozenie
zwiazane z inwazjami D. repens cechujacymi si¢ masowymi mikrofilariemiami. Dlatego
badania stawiajace za cel wyjasnienie wszystkich reakcji zachodzacych migdzy pasozytem
a zywicielem w przebiegu tej inwazji sa wyjatkowo ciekawe. Ich poznanie moze w
przysztosci zaowocowaé nowymi rozwigzaniami utatwiajacymi leczenie niespecyficznych
skutkéw zwalczania dirofilariozy podskornej zwierzat migsozernych i czlowieka. Ich
znaczenie jest tym wigksze, ze posrednio moze shuzy¢ rowniez ochronie zdrowia publicznego.
Dlatego wybor tematu pracy badawczej bedacej podstawa dysertacji doktorskiej jest w mojej
opinii szczegolnie trafny i zastuguje na uznanie.

Recenzowana rozprawa doktorska zostala zredagowana w ukiadzie hybrydowym
i sktada sie z jednotematycznego zbioru oryginalnych prac naukowych opublikowanych
w renomowanych czasopismach naukowych, oraz czesci manuskryptu opisujacego
niepublikowane dane bedace kontynuacja wezesniejszych badafi. W ramach cyklu publikacji
ujeto dwa artykuty opublikowane w latach 2020-2022 o danych bibliograficznych:
1. Karabowicz J*, Dlugosz 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): 258https://doi.org/10.3390
/pathogens11020258
2. Karabowicz J*, Dhugosz 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

Publikacje te sa opracowaniami wieloautorskimi, w ktérych Doktorantka jest
pierwszym autorem z zadeklarowanym swoim udziatem odpowiednio 85% i 70 %. Obie prace
zostaty opublikowane w czasopismach z listy Journal Citation Report (JCR). Ich sumaryczny
wspotczynnik wptywu (IF) wynosi IF=4,6 a taczna liczba punktow dla czasopism z bazy
MEIiN wynosi 240. Pierwsza z publikacji ma charakter pracy przegladowej, gdzie
przeprowadzono szczegbtowa analize aktualnego stanu wiedzy dotyczacej homologéw MIF
zwigzanych inwazjami. Szczeg6lng uwage zwrocono na zagadnienia zwigzane z ich struktura,
bioaktywnoscia i ewentualnym praktycznym wykorzystaniem w medycynie cziowieka

i medycynie weterynaryjnej. Druga publikacja ma charakter doswiadczalny i omawia analize
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sekwencji aminokwasow dwoch homologow MIF D. repens, w aspekcie ich pozyskania,
metody oczyszczenia, analiz¢ immunogennosci oraz kompatybilnosci z przeciwcialami
wystepujacymi u pséw naturalnie zarazonych D. repens. Badania nieopublikowane dotycza
wplywu rekombinowanego biatka (rDre-MIF) na aktywno$¢ makrofagow linii komérkowej
THP-1. Doktorantka badata profil wydzielanych cytokin oraz poziomy wybranych markerow
zwigzanych ze stanem zapalnym.

Dysertacja doktorska liczy 62 strony maszynopisu oraz 35 stron wydrukéw
artykulow i oswiadczefi o autorstwie. Na dysertacje sktadaja si¢: strona tytulowa, strona
zawierajgca o$wiadczenie promotora o spetnianiu warunkoéw pracy doktorskiej. Doktorantka
o$wiadcza takze samodzielno$¢ jej wykonania oraz, ze nie zawiera tresci uzyskanych w
sposob niezgodny z obowiazujacymi przepisami prawa autorskiego a takze, ze praca nie byla
wczesniej przedmiotem procedur innej dysertacji doktorskiej. Kolejna strona zawiera
podzigkowania dla promotorow, wspotautoréw artykutlow oraz rodzinie. Strony 7 i 8
zawieraja spis tresci a kolejne (9-12) streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Na stronie
13 Doktorantka zamiescita dane bibliograficzne publikacji wchodzacych w sklad dysertacji
doktorskiej oraz deklaracje dotyczacg udziatu wiasnego. Kolejne strony (15 i 16) zawieraja
wykaz skrotow. Strony 17-26 zawieraja wstep a na stronie 27 znajdujemy zredagowane cele
i zakres badan. Strony 28-35 poswiecone sg materialom i metodyce badan, kolejne (36-42)
zawierajg publikowane i nieopublikowane wyniki a nastepnie dyskusja ( str 43-48). Kolejna
strona (49) zawiera podsumowanie i wnioski. Strony 50-61 zawieraja 100 pozycji
pisSmiennictwa. Nastgpnie na stronach nienumerowanych Doktorantka zamiescila kopie
oryginalnych artykutdow naukowych wchodzacych w sktad dysertacji oraz o$wiadczenia
wspotautoréw deklarujace % udzial w badaniach i powstawaniu publikacji. Ostatnia strona

dysertacji zawiera zgode Doktorantki na udostgpnienie pracy w czytelniach biblioteki SGGW.

We wstepie Doktorantka przedstawila najwazniejsze fakty dotyczace zawleczonej
transmisyjnej inwazji Dirofilaria repens, ze szczegdlnym uwzglednieniem biologii pasozyta,
patogenezy i rozprzestrzenienia w Europie. Wykazata skale zagrozenia dla zwierzat
miesozernych jak i cztowieka, wskazujac szczegélnie oddziatywanie mikrofilarii na stan
zdrowia zywicieli. Wskazata jednoczesnie na nie do konca wyjasnione mechanizmy relacji
pasozyt zywiciel, wptywajace na dtugotrwate utrzymywanie si¢ inwazji jak i oddziatywanie
patogenne. Doktorantka skupita si¢ prawie wylacznie na reakcji uktadu immunologicznego
zywiciela w przebiegu inwazji wywotanych przez filarie, koncentrujac si¢ szczegolnie na roli

czynnika hamujgcego migracje makrofagéw (MIF). Przedstawita charakterystyke homologow



MIF stwierdzanych u réznych gatunkéw nicieni w tym nalezacych do nadrodziny Filarioidea
potoczne nazywanych filariozami. Wstep jest bardzo ,,syntetyczny”, lecz pozwala wykazaé
istotne ,,luki dostepnej wiedzy” ktore staly si¢ Zrodtem inspiracji najwazniejszych tez pracy
doktorskiej. W mojej opinii brakuje tu szczegblowej systematyki nicienia, ktéra bylaby
podstawa dyskusji dotyczacej podobnych zaleznosci u blizej i dalej spokrewnionych
gatunkéw nicieni. Doktorantka uzywa takze okreSlenia ,posta¢ dorosta” ktora jest
bezposrednim thumaczeniem z j. angielskiego ,,adult”. W jezyku polskim w mojej opinii
bardziej trafne byloby okreslenie ,posta¢ dojrzala” co nawigzuje do okresu patentnego
inwazji.

W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,,Cele” doktorantka przedstawita pie¢ punktow

bedacych celami pracy doktorskiej. Sg nimi :

1. Molekularna charakterystyka homologéw czynnika hamujacego migracj¢ makrofagow D.

repens;
2. Analiza ekspresji mRNA Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w mikrofilariach i osobniku dorostym;
3. Uzyskanie homologéw MIF D. repens w bakteryjnym systemie ekspresji;

4. Ocena immunogennosci rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 u myszy oraz okreslenie reaktywnosci

badanych bialek z przeciwciatami surowicy psow naturalnie zarazonych D. repens;

5. Okreslenie wptywu homologéw MIF D. repens na aktywnos$¢ makrofagow cztowieka w

modelu in vitro

Doktorantka przedstawila takze 8 punktowy zakres pracy obejmujacy poszczegdlne fazy
badan laboratoryjnych. Zaréwno cele jak i zakres pracy sa jasno nakreslone i pelni

uzasadnione w konteks$cie poznania nowych aspektow relacji pasozyt zywiciel.

Rozdziat III poswigcony jest materialom i metodom uzytym w badaniach wtasnych.
W pierwsze] kolejnosci zostala przedstawiona metodyka dotyczaca badan publikowanych
dotyczacych pierwszych 4 celow pracy. Przeprowadzono bioinformatyczng analize¢ sekwencji
nukleotydéw kodujacych dwa nowe homologi MIF D. repens dostepnych bazie GenBank.
Nastepnie zbadano poziomy ekspresji genéw kodujacych te homologi w roznych stadiach
rozwojowych i uzyskano biatka rekombinowane, ktérymi po immunizacji myszy, otrzymano
surowice poliklonalng. Nastepnie biatka rekombinowane testowano z surowicami psOw
naturalnie zarazonych oraz wolnych od inwazji D. repens. Badano obecno$¢ swoistych

przeciwcial roznych klas i podklas, skierowanych przeciwko tym biatkom. Uzyskanie celu



piatego - okreslenie wptywu homologow MIF D. repens na aktywno$¢ makrofagow
cztowieka, zwigzane jest z badaniami nieopublikowanymi. W tym celu wykonano hodowlg
monocytow ustalonej linii komérkowej THP-1 i réznicowanie ich do makrofagéw a nastepnie
podjeto probe przygotowania wspomnianych biatek rekombinowanych do stymulacji
komorek. Z powodu degeneracji biatka rDre-MIF-2, w trakcie procedury usuwania
endotoksyn, procedure stymulacji tym biatkiem zaniechano. Dalszym badaniom poddano
jedynie biatko rDre-MIF-1, oceniajac jego wplyw na zywotno$¢ makrofagow ustalonej linii
komoérkowej THP-1. Przeprowadzono takze analize fosforylacji kinaz w makrofagach
stymulowanych tym biatkiem oraz oceniono aktywno$¢ makrofagow stymulowanych
cytowanym biatkiem przy braku i po wstepnej inkubacji z LPS poprzez ekspresj¢ okreslonych
genoéw markeréw komorkowych. Wyniki poddano analizie statystycznej z uzyciem
jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) z testem post-hoc (test Tukey’a lub
test Dunnett’a).

W kolejnym rozdziale - wyniki - Doktorantka prezentuje dane dotyczace kolejno
wykonywanych badan publikowanych i niepublikowanych. Uzyskano wiele bardzo
interesujgcych wynikow ktore beda podstawa analizy reakcji pasozyt-zywiciel. Wykazano, ze
MIF1 i MIF2 posiadaja odmienne sekwencje aminokwasowe lecz podobng strukturg
trzeciorzedowy. Wykazano szczegodlnie wysoki poziom ekspresji genow kodujacych MIF1
i MIF2 u nicieni dojrzatych. Uzyskano rekombinowane biatka rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2
roznigce sie immunogennos$ciag i specyficznoscig reakcji. Ponadto u zarazonych psow
stwierdzono podwyzszony poziom przeciwcial podklasy IgG1 rozpoznajacych zarowno rDre-
MIF-1, jak i rDre-MIF-2. W badaniach dotyczacych cze$ci niepublikowanej, z uwagi na
problemy z oczyszczaniem bialek rekombinowanych pelna procedurg¢ badan udato sig
przeprowadzi¢ tylko wobec biatka rekombinowanego rDre-MIF-1. Nie wykazano réznic
w poziomie proliferacji makrofagéw stymulowanych i niestymulowanych. Zaobserwowano
natomiast nizszg zywotno$¢ makrofagow stymulowanych LPS oraz LPS i bialkiem. Nie
potwierdzono zmian w fosforylacji wybranych kinaz (Akt1/2/3 oraz ERK1/2), wykazujac ich
wpltyw na wzrost poziomu fosforylacji biatka p53. Potwierdzono takze zauwazalny nizszy
poziom fosforylacji niektérych kinaz tyrozynowych. Zauwazono réwniez wzrost poziomu
IL-10 oraz TNF-a. przy braku roznicy poziomu IL-1P oraz IL-6. Po stymulacji makrofagow
badanym biatkiem rekombinowanym zaobserwowano wzrost ekspresji genéw zwigzanych
z markerami CD206, CD163 oraz INOS. Podsumowujac t¢ czgs¢ pracy nalezy podkresli¢
bardzo wysoki poziom uzytych rozwigzan badawczych oraz nowoczesno$¢ metod ktore

opanowata Doktorantka. Uzyskane wyniki skonfrontowata z wynikami badan innych autoréw
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w rozdziale dyskusja. Wykazala si¢ przy tym szeroka znajomoscig literatury naukowe;j
dotyczacej analizowanego problemu. Wyniki badan wiasnych doskonale koreluja z danymi
literaturowymi i niewatpliwie przyczynig si¢ do rozwigzania potencjalnych problemow
zwigzanych z inwazja D. repens. Szczegblnie wazne jest wykazanie faktycznych
mechanizmow relacji pasozyt zywiciel. Dodatkowo w badaniach tych mozna zauwazy¢ ich
aplikacyjny charakter, wynikajacy z mozliwosci ich wykorzystania do opracowania nowych

sposobow terapii oraz testow diagnostycznych .

Uzyskane wyniki badan pozwolity na wysuniecie 9 wnioskéw korespondujacych do
przyjetych celoéw badan. W mojej opinii sg one bardzo szczegétowe, co czgsciowo wynika
z wyjatkowo specjalistycznych badan. Sugerowatbym jednak sformutowac je bardziej og6lnie
i bez dodatkowych komentarzy, ktore znajdujemy w rozdziale dyskusja. .

Nie wnosze jakichkolwiek uwag co do czgsci merytorycznej pracy, a nieliczne uwagi
redakcyjne nie umniejszajg jest wyjatkowej wartosci. Prace za jej wysoki poziom naukowy
oceniam bardzo wysoko. Jest kolejnym, przyktadem inplantacji nowych technik biologii
molekularnej w parazytologii. Dysertacja doktorska Pani mgr Justyny Karabowicz pt. pt.
,Okreslenie roli nowo poznanych pasozytniczych czynnikoéw hamujacych migracje
makrofagow w ukladzie Dirofilaria repens — zywiciel” jest wyjatkowo wartosciowym
osiggnieciem naukowym. Doktorantka wykonujgc badania i redagujac opracowanie wykazata
swoje doskonate przygotowanie do pracy naukowe;.

Przedstawiona do oceny praca w mojej ocenie odpowiada w pelni warunkom
stawianym dysertacjom doktorskim, okreslonym w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce dz. U. 2018 poz.1669 z p6zniejszymi
zmianami).

W zwiazku z tym przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria, Szkoly
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, wniosek o dopuszczenie Pani mgr Justyny
Karabowicz do dalszych etapéw postepowania w przewodzie doktorskim.

Dodatkowo z uwagi na wysoka wartos¢ naukowa dysertacji doktorskiej sktadam
wniosek do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria, SGGW w Warszawie o wyroznienie jej
Autorki stosowng nagroda.
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Prof. dr hab. Krzysztof Tomczuk
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