WYDZIAL BIOLOGII ’ g Eé
i OCHRONY

SRODOWISKA U N ' C
Uniwersytet t6dzki

tédz, 12.05.2025r.

dr hab. Justyna Gatkowska, prof. Ut
Katedra Mikrobiologii Molekularnej

Uniwersytet todzki

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Mateusza P¢kacza pt. ,,Badanie molekularnych
interakcji antygenu Dr20/22 Dirofilaria repens w ukladzie pasozyt — zywiciel

oraz wytypowanie nowego narzedzia diagnostycznego dirofilariozy skornej”

Dirofilarioza jest parazytozg, o duzym znaczeniu weterynaryjnym, notowang giféwnie
u pséw, ale wystepujgca takze u innych zwierzat miesozernych. Co wiecej, cztowiek moze sta¢
sie przypadkowym Zywicielem pasozyta i zarazenia notowane s3 takie w Polsce. Za
najistotniejsze, z weterynaryjnego i medycznego punktu widzenia, uznawane sg dwa gatunki
nicienia: Dirofilaria repens i D. immitis, z ktérych pierwszy zwykle wywotuje postac¢ skorna,
a drugi sercowo-ptucng dirofilariozy. Formy inwazyjne pasozytdw przenoszone sg przez komary,
m.in. z rodzajow Aedes, Culex i Anopheles, ktére petnig funkcje wektorow. Cho¢ wykrywane sg
pojedyncze przypadki dirofilariozy sercowo-ptucnej, to na razie inwazje D. repens stanowig
zasadniczg wiekszo$¢ notowanych przypadkéw dirofilariozy w Polsce, jednak zasieg
wystepowania obu gatunkéw sukcesywnie sie zwieksza, co przypisuje sie zarbwno zmianom
klimatycznym jak i dziatalnosci cztowieka. Niestety, dostepne obecnie metody diagnostyczne sg
niezadowalajgce, szczegblnie w przypadku zarazenia D. repens. Biorgc zatem pod uwage
mozliwos$¢ transmisji pasozyta od zwierzat towarzyszacych cztowiekowi, ktére stanowig
rezerwuary nicienia, na innych zywicieli m.in. ludzi oraz brak swoistej immunoprofilaktyki
parazytozy badania, ktorych celem jest opracowanie nowych lub ulepszenie dostepnych narzedzi
diagnostycznych, majg wysoka wartosé, zaréwno naukowa jak i praktyczng.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa mgr. inz. Mateusza Pekacza wpisuje

sie wtasnie w ten niezwykle wazny i aktualny nurt badan. Praca zostata wykonana w Instytucie
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Medycyny Weterynaryjnej Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, pod
kierunkiem Ks. dr. hab. Marcina Wisniewskiego, prof. SGGW oraz Dr hab. inz. Anny
Zawistowskiej-Deniziak.

W sktad recenzowanej rozprawy doktorskiej wchodzg trzy artykuty opublikowane
w renomowanych czasopismach oraz nieopublikowane dane eksperymentalne. Dysertacja
zostata podzielona na rozdziaty, ktérych uktad jest typowy dla prac doswiadczalnych
o charakterze hybrydowym.

Rozprawe otwierajg zwiezte i tre$ciwe streszczenia w jezyku polskim i angielskim, po ktorych
umieszczono obszerny i przemyslany wstep. W rozdziale tym przedstawiono m.in. cykl
rozwojowy nicieni z rodzaju Dirofilaria, przebieg i objawy inwazji u réznych zywicieli, w tym
u ludzi, opisano takze rozprzestrzenianie sie najistotniejszych pod wzgledem weterynaryjnym
gatunkow nicienia, ze zwrdceniem uwagi na niebagatelny wptyw konfliktu zbrojnego w Ukrainie.
Ponadto omdéwiono stosowane obecnie metody diagnostyczne i podkreslono ich niedostatki,
szczegbdlnie w kontekscie stale wzrastajacej czestosci inwazji D. repens. Ta cze$¢ wstepu
doskonale podkresla zasadno$¢ podjetych badan i stanowi logiczne przejécie do prezentowanych
w dalszej czesci rozprawy wynikdw, ujetych w publikacjach stanowigcych podstawe niniejszej
rozprawy. Nastepnie scharakteryzowano podstawowe mechanizmy odpornosciowe w przebiegu
dirofilariozy i zwrdcono uwage na potencjat immunomodulujacy pasozytniczych robakoéw, co
z kolei bezposrednio wigze sie z czescig pracy obejmujacg nieopublikowane dane
eksperymentalne. Szczegdlnie duzo miejsca poswiecono zagadnieniom zwigzanych z aspektem
immunologicznym parazytozy, co w moim odczuciu jest stusznym wyborem, poniewaz opis
teoretyczny zwigzany z diagnostykg inwazji zostat juz umieszczony w opublikowanych artykutach
eksperymentalnych.

Cele pracy sformutowano w sposéb bardzo zwarty i rzeczowy, w postaci czterech gtéwnych
punktéw podsumowujgcych opisane w dalszej czesci rozprawy doswiadczenia.

W dalszej kolejnosci pokrétce przedstawiono najwazniejsze zatozenia ujetych w rozprawie
artykutow, ktére zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR, a ich tgczny
IF = 9,9. Pan mgr inz. Mateusz Pekacz jest nie tylko pierwszym autorem prac, ale ma takze
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wiodgcy udziat w planowaniu i wykonaniu opisanych w nich doswiadczerh oraz w analizie
otrzymanych wynikéw i przygotowaniu manuskryptéw. Wszystkie trzy prace tacznie prezentujg
spojny

i logiczny cigg badan zwigzanych z opracowaniem alternatywnej metody diagnostyki zarazenia
D. repens. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw otrzymano biatko rekombinowane
pasozyta Dr20/22, ktére cho¢ nie sprawdzito sie jako potencjalny antygen do diagnostyki
serologicznej inwazji, to zostato wykorzystane w dalszych badaniach ujetych w pracy jako wyniki
nieopublikowane. Wykorzystano takze nowoczesne narzedzie biologii molekularnej,
tzw. technologie ,phage display” i wytypowano kilka peptydéw o potencjalnej uzytecznosci
diagnostycznej, ktére byly swoiscie rozpoznawane przez przeciwciata klasy 1gG obecne
w surowicach pséw zarazonych D. repens. Ponadto wykazano przydatnos¢ wykrywania
wolnokrgzgcego DNA, co jest szczegdlnie cenne w przypadku zarazen, ktérym nie towarzyszy
obecnos¢ mikrofilarii w krwi. Te cze$¢ rozprawy uwazam za wyjatkowo interesujaca, a uzyskane
wyniki za bardzo cenne i uzyteczne. Jestem ciekawa czy prowadzone bedg dalsze prace nad
wyselekcjonowanymi peptydami w celu opracowania, a by¢ moze wprowadzenia do uzytku,
nowych testow do diagnostyki dirofilariozy skorne;j.

W ostatniej z prac wchodzacych w skfad rozprawy opisano postepowanie diagnostyczne,
ktére pozwolito na potwierdzenie mieszanej inwazji D. repens i D. immitis. Stwierdzono, ze
zastosowanie kilku metod, obejmujacych techniki mikroskopowe oraz badania molekularne
i serologiczne, umozliwia postawienie najbardziej trafnej i rzetelnej diagnozy, co podkresla
potrzebe opracowania nowych, czutych i swoistych narzedzi do diagnostyki dirofilariozy.

Nastepnie w rozprawie omoéwiono wyniki nieopublikowane, przy czym podzielono je na
dwie czesci, z ktorych kazda przedstawiona zostata w podobny sposéb obejmujgcy krotki wstep
teoretyczny z nakre$lonym celem, metody doswiadczalne, wyniki oraz dyskusje. Dla kazdego
z podrozdziatéw zatytutowanych Materiafy i metody przyjeto opis typowy dla publikacji
naukowych, w ktérym stosowane odczynniki i materiaty laboratoryjne podane sg w tekscie, jako
integralna czes¢ wykorzystywanej procedury eksperymentalnej, co znacznie utatwia $ledzenie
sposobu przeprowadzenia doswiadczen. W czesci pierwszej sprawdzono wptyw otrzymanego
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biatka rekombinowanego Dr20/22 na ludzkie komorki dendrytyczne pochodzenia
monocytarnego, m.in. poprzez okreslenie wydzielania przez nie wybranych cytokin po stymulacji
antygenem. W zwigzku z tym doswiadczeniem chciatam poprosi¢ o drobne uzupetnienie. Po
pierwsze, dlaczego ze wszystkich cytokin produkowanych przez komérki dendrytyczne
w supernatantach wykrywano TNF-a, IL-6 i IL-10? Mysle, ze bardzo interesujgcg, pod wzgledem
funkcji tych komorek, jest np. IL-12. Ponadto zywotnos$¢ komaérek ma istotny wptyw na mierzone
stezenie cytokin, warto wiec przed stymulacjg sprawdzi¢ potencjalng cytotoksycznos¢
rekombinowanego biatka. W eksperymencie stosowano trzy stezenia antygenu, czy zatem na
podstawie tego oznaczenia wybrano dawke biatka rekombinowanego do dalszych analiz
produkowanych cytokin? Z opisu procedury wynika, ze z tych samych kozuszkéw leukocytarno-
ptytkowych izolowano zaréwno monocyty, jak i dziewicze limfocyty T, jednak nie znalaztam
w pracy informacji jak utrzymywano limfocyty T do czasu zatozenia mieszanej hodowli, biorac
pod uwage czas niezbedny na uzyskanie komorek dendrytycznych i ich stymulacje. Prosze takze
o doprecyzowanie na jakiej podstawie okre$lano ,poziom markerow” przy analizie
cytometrycznej? Czy kierowano sie intensywnoscig fluorescencji? Zabrakto mi réwniez
przedstawienia schematu przeprowadzonej analizy uzyskanych danych cytometrycznych.

Drugg czes¢ nieopublikowanych wynikéw poswiecono zastosowaniu metody PCR w czasie
rzeczywistym do wykrywania i réznicowania inwazji D. repens, D. immitis i Acanthocheilonema
reconditum oraz okresleniu czestosci wystepowania parazytoz u bezdomnych psow i kotéw
w wybranych rejonach Ukrainy. Nalezy zaznaczy¢, ze tego typu obserwacje majg fundamentalne
znaczenie dla monitorowania tempa rozprzestrzeniania sie inwazji, co z kolei umozliwia ocene
realnego zagrozenia, jakie mogg stanowic.

Uzyskane wyniki kazdej z czesci podsumowano w wielowgtkowej dyskusji, w ktorej zostaty
one skonfrontowane z danymi literaturowymi. Na podstawie uzyskanych i przedyskutowanych
wynikéw zostaty wyciggniete poprawne, rzeczowe i obiektywne wnioski koricowe. W pracy
wykorzystano 140 dobrze dobranych pozycji literatury oraz zrédta internetowe, przy czym dwa

z nich wymieniono dwukrotnie w spisie publikaciji.
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Z obowigzku recenzenta musze zwrdci¢ uwage na strone edytorska przedtozonej rozprawy,
w ktérej napotkatam na btedy gramatyczne oraz niefortunne sformutowania. Moje wskazowki
dotyczace zastosowanej terminologii obejmujg 9 pozycji.

Zawarte w recenzji pytania i komentarze nie wptywaja na mojg wysokg ocene strony
naukowej dysertacji, ktdra w mojej opinii jest wyrdzniajgca. Zaproponowane i przeprowadzone
doswiadczenia stanowig oryginalne rozwigzanie postawionego celu badawczego
i odzwierciedlajg konsekwentne dazenie do jego realizacji. Szczegdlnie wartosciowe osiggniecia
rozprawy obejmujg wytypowanie peptydéw o potencjalnej uzytecznosci diagnostycznej oraz
potwierdzenie przydatnosci metod real time PCR oraz wykrywania wolnokrgzgcego DNA do
udoskonalenia diagnostyki dirofilariozy. Bardzo cennym elementem pracy jest takze krytyczna
i dojrzata analiza uzyskanych wynikéw z obiektywnym wskazaniem ich ograniczen oraz
mozliwosci dalszego zastosowania. Na wyrdznienie zastuguje rowniez strona graficzna rozprawy,
szczegOlnie niezwykle staranne i estetyczne schematy, ktére doskonale podsumowujg bardziej

ztozone zagadnienia lub obrazujg najwazniejsze etapy prowadzonych doswiadczen.

Whniosek koncowy

W mojej ocenie, praca doktorska mgr. inz. Mateusza Pekacza spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 187 Ustawy — Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. z p6in. zm. (Dz.U. 2023 poz. 742 z p6zi. zm.). Opisane
badania zostaty przeprowadzone w sposéb przemyslany i dobrze zaplanowany, z
wykorzystaniem swietnego warsztatu metodologicznego i stanowiag oryginalne rozwigzanie
waznego problemu naukowego. Wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Weterynarii Szkoty
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o jej przyjecie i dopuszczenie mgr. ini.
Mateusza Pekacza do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysokie walory naukowe rozprawy, sktadam wniosek

0 jej wyrdznienie.
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