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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr. inz. Mateusza P¢kacza

»Badanie molekularnych interakcji antygenu Dr20/22 Dirofilaria repens w ukladzie
pasozyt — zywiciel oraz wytypowanie nowego narzedzia diagnostycznego dirofilariozy
skornej”

Uktad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom
naukowym. Liczy ona 166 stron wydruku komputerowego, w tym streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, spis tresci, wstep, cele pracy, wykaz publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej oraz dwa nicopublikowane badania (ich metodyke, wyniki i dyskusje¢),
wnioski koncowe 1 bibliografie. Przygotowana zostala w postaci cyklu 3 publikacji
wieloautorskich o sumarycznym wspotczynniku [F=9.9 (punkty ministerialne 420) oraz opisu
dwoéch nieopublikowanych w  zadnym czasopismie doswiadczen. Wszystkie artykutly
wchodzacych w sktad pracy opublikowano w jezyku angielskim, w czasopismach

zagranicznych. We wszystkich trzech pracach Pan Mateusz Pekacz jest pierwszym autorem.

Mgr. inz. Mateusz P¢kacz w pracy nad doktoratem poruszyt istotny problem zaréwno z
punktu widzenia medycyny weterynaryjnej, jak i medycyny cztowieka, jakim jest dirofilarioza.
Jest to choroba pasozytnicza uwazana za jedng z najszybciej rozprzestrzeniajacych si¢ chorob
wektorowych w Europie, a w zaleznosci od regionu jej prewalencja moze wynosi¢ od kilku do

nawet kilkudziesigciu procent w skali kraju.

Badania przeprowadzone przez Doktoranta majg charakter aplikacyjny. Pan Mateusz
Pe¢kacz postawil przed sobg problem badawczy dotyczacy opracowania czulej metody

diagnostyki dirofilariozy skornej oraz metody umozliwiajgcej réznicowanie zarazen



wywotanych przez Dirofilaria repsens 1 D. immitis. Inwazje na tle obu pasozytow stanowig
narastajacy problem w naszym kraju o czym $wiadczg wyniki monitoringu prowadzonego w
réznych wojewoddztwach Polski, w kierunku dirofilariozy, ktérego wyniki wykazaty, ze $rednio
16% psow jest zarazonych nicieniami D. repens. Prewalencja zarazen D. immitis u rodzimych
psOw jest znacznie nizsza, niemniej zwigkszajaca si¢ liczba klinicznych przypadkow robaczycy
sercowe] oraz naptyw zarazonych psow na obszary Polski z Ukrainy, nakazuje prowadzi¢ staly

monitoring tej choroby 1 uwzgledni¢ ja w diagnostyce réznicowej chordb ptuc i serca.

Jest to wystarczajacy i uzasadniony powdd podjecia przez Doktoranta badan
prezentowanych w pracy. Decyzje o ich realizacji podjal z nadziejg ze ich wyniki przyczynia
si¢ do opracowania nowych 1 skutecznych metod diagnostyki zwtaszcza inwazji D. repens,
pozwalajacych na wczesne rozpoznanie zarazenia, co z Kkolei umozliwia wdrozenie

odpowiedniego nacelowanego na eliminacj¢ pasozytow leczenia.

Prace¢ rozpoczynaja streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, a nast¢pnie
wstep, w ktorym w sposob jasny przedstawiono charakterystyke pasozytow D. immitis i D.
repens, ich cykle rozwojowe, sytuacje epizootyczna dirofilariozy skornej 1 sercowej na $wiecie
i w Europie (w tym w Polsce), a takze zjawiska immunologiczne jakie zachodzg w organizmie
zarazonego zywiciela, wynikajgce z interakcji pasozyt — gospodarz, ktore pozwalajg nicieniom
unikng¢ wezesnej eliminacji z zarazonego organizmu.

Ta czg$¢ pracy wskazuje na dobra znajomos¢ przez mgr. inz. Mateusza Pgkacza badanej
tematyki. Calo$¢ wstepu jest tak napisana, ze uzasadnia celowos¢ prowadzenia
zaproponowanych przez Doktoranta badan i1 pozwala na sformutowanie ich ostatecznego celu,
ktory logicznie wyptywa z przedstawionego we wstepie opisu.

Zaktadanymi celami podjetych przez badan byty: molekularna charakterystyka Dr20/22
oraz proba wykorzystania go jako markera diagnostycznego dirofilariozy skornej;
wytypowanie alternatywnego markera diagnostycznego dirofilariozy skornej przy uzyciu
technologii phage display; walidacja metody diagnostycznej umozliwiajgcej molekularne
roznicowanie inwazji Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis 1 Acanthocheilonema reconditum
oraz okreslenie prewalencji wymienionych w wybranych regionach Ukrainy; potwierdzenie
obecnosei rodzimych inwazji D. immits oraz dyskusja na temat skutecznosci stosowanych
metod diagnostycznych oraz kierunku rozwoju dirofilariozy sercowo-plucnej w Polsce.

Wyniki zostaty przedstawione w trzech publikacjach oraz w postaci opisu dwoch
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W artykule pierwszym: Pekacz M., Basalaj K., Mlocicki D., Kamaszewski M., Carreton
E., Morchon R., Wisniewski M., Zawistowska-Deniziak, A. (2024). Molecular insights and
antibody response to Dr20/22 in dogs naturally infected with Dirofilaria repens. Scientific
reports, 14(1), 12979, Doktorant przeprowadzil molekularng charakterystyk¢ antygenu
Dr20/22 D. repens oraz oszacowal jego potencjat w diagnostyce dirofilariozy skornej. W tym
celu sklonowatl ¢cDNA kodujacego Dr20/22, bedacego homologiem biatek z rodziny ALT.
charakterystycznego dla L3 filarii. Analiza ekspresji genu wykonana przy uzyciu Real-Time
PCR wykazata 3-krotnie wyzszg ekspresj¢ w dorostym stadium rozwojowym pasozytow niz w
mikrofilariach, co wskazuje iz jest on specyficzny dla inwazyjnych larw D. repens. Nastgpnie
Doktorant wykorzystat sklonowane cDNA dr20/22 do otrzymania rekombinowanego antygenu
w drozdzowym systemie ekspresji Pichia. Poczatkowo dzigki potwierdzeniu przy uzyciu
techniki Western Blot, obecnosci IgG specyficznych dla rDr20/22 w surowicach psow
zarazonych D. repens, antygen zostal zaproponowany jako weczesny marker dirofilariozy
skornej. Potencjat diagnostyczny antygenu zostal takze okreslony przy uzyciu techniki ELISA.
Niemniej jednak dalsze badania Pana Mateusza P¢kacza wykazaly, ze przeciwciala anty-
Dr20/22 obecne sa zarbwno w surowicach psow zarazonych, jak i zdrowych, a ponadto w
testach serologicznych moze on indukowac reakcje krzyzowe z surowicami psow zarazonych
D. immitis. W zwiazku z tym ostatecznie wykluczono przydatnos¢ tego antygen w diagnostyce
inwazji D. repens. Nalezy zwroci¢ uwage na bardzo dobre metodyczne przygotowanie
Doktoranta, ktére pozwolilo Mu na przeprowadzanie nietatwych badan. Uzyskane wyniki
zinterpretowatl On wlasciwie i1 bardzo umiejetnie skonfrontowat z dotychczasowa literaturg, co

swiadezy o dojrzatosci w prowadzeniu badan.

Kolejny manuskrypt: ,, Pekacz M., Basalaj K., Kalinowska A., Klockiewicz M., Stopka
D., Bgska P., Dlugosz E., Karabowicz J., Mlocicki, D., Wisniewski M., Zawistowska-Deniziak
A.(2022). Selection of new diagnostic markers for Dirofilaria repens infections with the use of
phage display technology. Scientific reports, 12(1), 2288., stanowi kontynuacj¢ badan
podjetych w pierwszym artykule. Doktorant zaprezentowal w nim wyniki badan nad
pozyskaniem alternatywnego markera diagnostycznego dirofilariozy skornej z wykorzystaniem
technologii ,,phage display”. Jestem pod wrazeniem warsztatu metodycznego Doktoranta.
Zaprezentowane w pracy metody badawcze sg nowatorskie i dos¢ skomplikowane — wymagaja
znaczne] wiedzy 1 umiejetnosci, co w przypadku miodych naukowcow nie jest oczywiste.
Manuskrypt jest opracowaniem zbiorowym i zdaj¢ sobie sprawe, ze nie kazdy etap badan Pan

Mateusz Pekacz musiatl realizowaé osobiscie - nie umniejsza to jednak jego wiodacej roli w
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doswiadczeniu. Przeszukanie biblioteki bakteriofagéw prezentujacych na powierzchni kapsydu
12-merowe peptydy umozliwilo Mu wytypowanie fagéw prezentujacych na swojej
powierzchni peptydy, przeciwko ktorym poziom specyficznych IgG w surowicach psow
zarazonych D. repens byl wyzszy w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Peptyd LH10 zostat
wytypowany przez Doktoranta jako nowy marker dirofilariozy skornej, ktory by¢ moze w
przysztosci zostanie wykorzystany do szerokiej diagnostyki choroby.

Ostatni z artykutow wchodzacy w cykl sktadajacy si¢ na rozprawe doktorska: Pekacz
M., Basalaj K., Miterpakova M., Rusiecki Z., Stopka D., Graczyk D., Zawistowska-Deniziak, A.
(2024). An unexpected case of a dog from Poland co-infected with Dirofilaria repens and
Dirofilaria immitis. BMC veterinary research, 20(1), 66, przedstawia opis klinicznego
przypadku mieszanej inwazji D. repens i D. immitis u psa, ktory nigdy nie podrézowat poza
granice Polski. Praca z jednej strony wskazuje na wzrastajace zagrozenie dirofilarioza ptucno-
sercowg oraz na to, ze chorobg nalezy rozwazy¢ w diagnostyce réznicowej u rodzimych psoéw
z objawami dusznosci. Z drugiej strony Doktorant wykazat, ze ,,proste metody badawcze” takie
jak test Knott’a, czy szybkie testy serologiczne wykrywajace antygeny D. immitis nie w kazdym
przypadki zarazenia sg na tyle czute by je wlasciwie zdiagnozowac. Z tego tez wzgledu nalezy
prowadzi¢ szeroka edukacj¢ zaréwno wlasciciel psow, jak i lekarzy weterynarii odnosnie
niebezpieczenstwa wystapienia inwazji D. immitis w populacji tych zwierzat w Polsce (a temu
celowi niewatpliwie sprzyja prezentacja takich przypadkow jak przedstawiony w ocenianym
artykule), a do ich diagnostyki wykorzystywaé¢ czule badania jakim jest PCR w czasie
rzeczywistym.

W kolejnej czescei pracy doktorskiej Pan Mateusz Pekacz prezentuje nieopublikowane
wyniki przygotowane w postaci dwoch draftow manuskryptow.

W pierwszym, zatytutowanym ,,Badanie wlasciwosci immunomodulacyjnych antygenu
Dr20/22 D. repens na modelu komorek dendrytycznych pochodzenia monocytarnego
wyizolowanych od czlowieka”, Doktorant okreslit wptywu rekombinowanego Dr20/22 na
dojrzewanie oraz funkcjonalno$¢ komorek dendrytycznych pochodzenia monocytarnego.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze antygen rDr20/22 Dirofilaria repens moduluje proces
dojrzewania komorek dendrytycznych, prowadzac do powstania immunofenotypu
charakteryzujgcego sie wspotwystepowaniem cech wihasciwych zarowno niedojrzatym, jak i
dojrzatym DCs. Fenotyp komdrek mozna byto okresli¢ wigc jako ,.czesciowo dojrzaly™.
Doktorant zasugerowal ze antygen rDr20/22 moze odgrywac specyficzng role w strategii
przetrwania pasozyta ulatwiajgc mu migracj¢ miedzy tkankami zywiciela oraz tworzac

korzystne dla jego przetrwania mikrosrodowisko. Te badania pozwalaja na lepsze poznanie
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patogenezy dirofilariozy skornej, co w przysziosci moze mie¢ istotne znaczenie dla
opracowania nowych form terapii tej choroby.

Druga cz¢s$¢ nieopublikowanych badan zostata opatrzona tytulem “Wykorzystanie
metody Real-Time PCR w wykrywaniu oraz rdéznicowaniu inwazji Dirofilaria repens,
Dirofilaria immitis 1 Acanthocheilonema reconditum oraz okreslenie prewalencji wsrod
populacji bezdomnych psow i kotow w wybranych regionach Ukrainy. Doktorant postawit
sobie za cel walidacj¢ metody molekularnej Real-Time PCR w kontekscie diagnozowania i
roznicowania inwazji D. repens, D. immits 1 A. reconditum oraz jej zastosowanie w
prowadzeniu nadzoru epidemiologicznego dirofilariozy wsrod populacji bezdomnych psow i
kotow w Ukrainie. Wartym zaznaczenia jest, ze badania te prowadzone byly pod egida
Europejskiej Rady Konsultacyjnej ds. Parazytoz Zwierzat Towarzyszacych (ESCCAP).

Uzyskane wyniki potwierdzity endemiczny charakter inwazji D. repens i D. immitis w
Ukrainie oraz umozliwity wykrycie pierwszych przypadkdéw psow zarazonych 4. reconditum.
Ogolna prewalencja filarioz wsréd psow z pigciu objetych badaniem regionow wynosita
28,33%. Wsrdd 224 badanych probek pochodzgceych od kotow, w 8 wykryto DNA D. repens
lub D. immitis, co odpowiada ogdlnej prewalencji wynoszacej 3,57% Wsrod zarazonych kotow
75% przypadkéw stanowity inwazje D. repens, a 25% D. immitis.

Wyniki te pozwalaja zaktualizowaé sytuacje epizootyczng filarioz u psow 1 kotow na
Ukrainie 1 sg potwierdzeniem tego, ze wdrozenie skutecznych strategii kontroli wektorow i
monitorowania zdrowia zwierzat towarzyszacych jest niezbedne do ograniczenia ryzyka
transmisji patogenow na ludzi i inne zwierzeta.

Cho¢ ostatnie z zaprezentowanych badan wnosza nowe dane na temat rozpoznawania
dirofilarioz i sytuacji epizootycznej tych inwazji na terenie Ukrainy, w moim przekonaniu nie
nalezato ich ujmowa¢ w doktoracie, gdyz nie mieszczg si¢ one w tytule pracy. Poza tym
doswiadczenia przedstawione w trzech artykutach i pierwszym drafcie opisano i
przedyskutowano tak perfekeyjnie pod kazdym katem, zarowno problemu badawczego,
metodyki, 1 interpretacji wynikow, ze w zupelnosci sg one wystarczajace by tworzy¢ prace
doktorska

Wyniki przedstawione przez Doktoranta pozwolity Mu na wyciggnigcie az 10
wnioskow, co w moim odczuciu jest zbyt duzo. Wniosek ,.Zastosowanie Real-Time PCR i
gatunkowo specyficznych oligonukleotydow umozliwia rozrdznienie migdzy inwazjami D.
repens, D. immitis oraz A. reconditum” to wiedza powszechnie znana i powinien by¢ usunigty
z listy. Podobnie wnioski: ,.Stosowanie kompleksowego podejscia diagnostycznego,

obejmujagcego roznorodne metody, zapewnia skuteczne wykrywanie oraz prawidlowa
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identyfikacje inwazji Dirofilaria spp.” oraz ,,W Polsce wystepujg rodzime inwazje mieszane
D. repens i D. immitis".

Ostatni z wnioskow brzmi Inwazje D. repens, D. immitis oraz A. reconditum sa
endemiczne wsrdd populacji bezdomnych pséw i kotow w Ukrainie”. Tymczasem Doktorant
nie wykazal obecnosci A. reconditum u kotdéw, a jedynie u pséw. Nalezato by¢ w tym przypadku
bardziej precyzyjnym.

Nie sposob odméwi¢ Doktorantowi, iz przeprowadzone przez Niego badania, ktorych
wyniki zaprezentowano w cyklu publikacji 1 dwoch nieopublikowanych manuskryptach
sktadajacych si¢ na prace doktorska sa nowatorskie i wnosza wiele nowych informacji na temat
epidemiologii i mozliwosci diagnostyki filarioz u zwierzat i1 ludzi. Dzigki przeprowadzonym
nietatwym doswiadczeniom zidentyfikowal On potencjalne markery pasozytow oraz
przestudiowal wady 1 zalety réznych metod diagnostycznych wskazujac, najbardziej
wiarygodna w rozpoznawaniu inwazji Dirofilaria. Potwierdzit, ze medycyna weterynaryjna jest
dynamiczna dziedzing nauki, stale ewoluujaca 1 wymagajaca statej rewizji pewnych ustalonych
standardow diagnostycznych. Niewatpliwie dzigki badaniom Pana Mateusza Pekacza
diagnostyka parazytologiczna dirofilarioz bgdzie usprawniona, co z kolei umozliwi wdrozenie

wezesnej 1 skutecznej terapii osobnikdw z inwazjami na tle tych pasozytow.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowig wazne
uzupelnienie dotychczasowej wiedzy z zakresu problematyki dirofilariozy u ludzi i zwierzat.
Prezentowane przez Doktoranta badania zawieraja elementy nowatorskie, zostalty wykonane

metodycznie poprawnie, a ich wyniki maja duze znaczenie poznawcze.

Przedstawione w recenzji uwagi nie wplywaja na pozytywng oceng rozprawy.
Doktorant, co nalezy podkresli¢ wlozyt wiele pracy w wykonanie badan. Wyniki opublikowano
w czasopismach z listy filadelfijskiej o zasiggu Swiatowym co potwierdza, iz Doktorant jest
dojrzatym naukowcem, ktdry potrafi umiejetnie zaplanowac i przeprowadzic nietatwe badania
i wlasciwie zinterpretowa¢ ich wyniki. Nie mam watpliwosci.,, ze nieopublikowane
manuskrypty niewatpliwie wkrotce ukaza si¢ drukiem.

W konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.: 7 Badanie molekularnych interakcji
antygenu Dr20/22 Dirofilaria repens w uktadzie pasozyt — zywiciel oraz wytypowanie nowego
narzedzia diagnostycznego dirofilariozy skornej” odpowiada warunkom okreslonym w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz.

1571 z pozn. zm.), dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria SGGW w



Warszawie wniosek o dopuszczenie Pana mgr. inz. Mateusza Pg¢kacza do dalszych etapow

realizacji doktoratu i jednoczesnie sugeruje wyroznienie pracy odpowiednig nagrodg.

Lublin, 22 marca 2025

Prof. dr hab. F.ukasz Adaszek
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W zafgczeniu przesytam dwa egzemplarze recenzji rozprawy doktorskiej mgr. inz. Mateusza
Pekacza: ,,Badanie molekularnych interakcji antygenu Dr20/22 Dirofilaria repens w ukladzie
pasozyt — zywiciel oraz wytypowanie nowego narzgdzia diagnostycznego dirofilariozy

skornej”
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