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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy niezwykle istotnego
problemu: toksoplazmozy wywotywanej przez kosmopolitycznego, wewnatrzkomorkowego
pierwotniaka Toxoplasma gondii. Dostgpne bazy danych wskazuja, ze nawet 1/3 populacji
ludzkiej mogta mie¢ kontakt z pasozytem, a wysoka seroprewalencja siggajaca 90% wykazuje
wysoka korelacje min. z picia, wiekiem, upodobaniami kulinarnymi oraz statusem
immunologicznym pacjentow. Pomimo znacznego postepu w badaniach nad biologia
pasozyta, antygenami i proteomem tego pierwotniaka, a takze odpowiedzia immunologiczna
zywicieli, nie udato si¢ jeszcze opracowac zadnego skutecznego zabezpieczenia.

Dlatego tez w wielu osrodkach naukowych prowadzone badania sa ukierunkowane na
opracowanie skutecznej szczepionki przeciw T. gondii. Wykorzystywane we wcze$niejszych
badaniach oczyszczone antygeny natywne nie daly zadawalajacych wynikow w postaci
wysokiego stopnia protekcji. Dlatego w dalszym ciagu prowadzone sa prace nad
opracowywaniem szczepionki z wykorzystaniem rekombinowanych biatek pasozyta.

Badania immunogennos$ci natywnych bialek wytwarzanych przez pasozyta sa
niezwykle cenne, poniewaz pozwalaja ustanowi¢ podstawy, wytyczy¢ kierunki dalszych
badan. Jednakze niepodwazalna ich wada, czy tez ograniczeniem jest znikoma lub bardzo
mata ilo$¢ produktu jakim dysponuje badacz. Dlatego tez coraz czgsciej wykorzystuje sig
narzegdzia wczesniej niedostgpne. Mam tu na mysli klonowanie, Sekwencjonowanie,
uzyskiwanie rekombinowanych biatek w r6znych systemach ekspresji, co w koncowym etapie
skutkuje uzyskaniem znacznie wigkszej iloSci produktu, umozliwiajacej przeprowadzenie
kompleksowych badan.

W recenzowanej rozprawie doktorskiej, badania zostaly ukierunkowane na aktywno$¢ dwoch
rekombinowanych biatek ROP5 1 ROP18.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata podzielona na 8 gléwnych
rozdzialow: wstep, cele pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie i wnioski
oraz spis literatury. W strukturg rozprawy wtaczono takze wykaz skrotow, ktory jest
niezwykle pomocny w analizowaniu wynikow oraz streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Wiasciwa tres¢ Rozprawy poprzedza informacja o zrodtach finansowania badan
prowadzonych przez Doktoranta.



Rozdzial zatytutowany ,,Wstep” zostal zawarty na 18 stronach. Doktorant podzielit
ten rozdziat na 5 czgsci, w ktorych: przedstawil cykl rozwojowy pasozyta, zwracajac uwage
na szeroki wachlarz zywicieli, poruszyl aspekty immunologiczne zarazenia uwzgledniajac
najwazniejsze markery, dokonat charakterystyki bialek ROP5 i ROP18 uwzgledniajac ich
udzial w mechanizmach obronnych, przedstawit rowniez aktualne trendy diagnostyki i
immunoprofilaktyki zarazenia. ,Wstgp” recenzowanej rozprawy doktorskiej zostat
przygotowany w sSposob bardzo staranny, a  zawarte w nim podrozdzialy dotycza
najistotniejszych zagadnien zwiazanych z realizowanym doktoratem.

Cele badan sprecyzowane w 5 punktach (str. 26) poprzedzaja syntetyczne przedstawione
przestanki do podjgcia badan. Pomimo, ze cele zostaty bardzo precyzyjnie okre§lone to moim
zdaniem punkt 1 nie jest bezposrednim celem badawczym, a jedynie etapem niezbgdnym do
wykonania aby wtasciwe cele zostaty osiagnigte.

Rozdziat zatytulowany ,,Material” zawarty na 12 stronach pracy zawiera niezwykle
szczegotowe  zestawienia  odczynnikow, zestawdéw do  izolacji oraz  buforow
wykorzystywanych w procedurach badawczych. Wszystkie te informacje sa niezwykle
istotne, jednakze moim zdaniem rozprawa doktorska nie wymaga az tak szczegotowej
prezentacji sktadow poszczegdlnych buforéw ( nie jest to jednak wada opracowania).

Rozdzial zatytulowany ,,Metody” zawarty na 17 stronach pracy zawiera szczegdlowe
opisy procedur badawczych. Dla wigkszej przejrzystosci Doktorant wprowadzit schematy:
przejetej strategii klonowania (Rycina 4.1.), immunizacji zwierzat (Rycina 4.2.), przebiegu
analizy fluorocytometrycznej (Rycina 4.3.), analizy cytometrycznej (Rycina 4.4.), zarazenia
myszy C57BL/6 (Rycina 4.5.) oraz badan immunoproekcji (Rycina 4.6.). Opis stosowanych
procedur badawczych =zostat przygotowany staranie, jednakze oddzielne prezentacja
materiatow (odczynnikow), wymagata od recenzenta wielokrotnego powracania do rozdziatu
poprzedzajacego. W mojej opinii nie zbyt precyzyjnie zostal przedstawiony schemat badan.
Przedstawiony przez Doktoranta schemat do$wiadczen sugerowatl, ze szeroki panel badan
immunologicznych zostal przeprowadzony z wykorzystaniem dwoch szczepdw myszy
immunizowanych biatkami ROP5, ROP18 oraz ROP5+ROPI18 po ich zarazeniu. Dopiero
dokfadna analiza schematéw oraz wynikdw pozwolita ustali¢, Ze badania te wykonano na
myszach immunizowanych lecz nie zarazanych. Natomiast zarazenie myszy
immunizowanych postuzyto jedynie do oceny stopnia protekcji w fazie ostrej i przewlektej
zarazenia.

W rozdziale ,,Metody” zamieszczono rowniez informacje dotyczacy statystycznej analizy
wynikow (str. 55). Na podkreSlenie zastuguje fakt, ze Doktorant wykorzystat
wielowariantowa analiz¢ uzyskanych wynikow, co daje gwarancja prawidtowej analizy i
interpretacji wynikéw. Analizujac wyniki przeprowadzonych badan Doktorant postuguje si¢
pojeciem ,,dane odstajace” oraz ,,dane ekstremalne” (Rycina 5.6. oraz 5.7.). Jakie znaczenie
dla interpretacji wynikow maja takie dane? Z czego moga wynikac? Jak nalezy postgpowac,
aby interpretacja wynikéw byta prawidtowa?



Rozdziat ,,Wyniki”, najdtuzszy w recenzowanej pracy zostat przedstawiony na 21
stronach. Zawiera on 20 tabel oraz 25 rycin, w ktorych zamieszczono kompleksowe
zestawienie wynikow. Mnogos¢ wynikow zamieszczonych w recenzowanej rozprawy
potwierdza jej pracochtonnos¢ i ztozono$¢. Podkresli¢ nalezy rowniez fakt, ze badania zostaty
zaprojektowane w sposob niezwykle doktadny i konsekwentny. Realizacja jednego zadania
implikowata mozliwo$¢ wykonania nastepnego etapu.

W mojej opinii wyniki uzyskane przez Doktoranta dotycza trzech istotnych zagadnien.
Pierwsze z nich to analiza przydatnosci antygenow ROP5 i ROP18 w serodiagnostyce

toksoplazmozy. Badania te Doktorant prowadzit rownolegle wykorzystujac surowice z
zrazenia kontrolowanego (model mysi) oraz surowice ludzkie. Drugie zagadnienie do ocena
wilasciwosci  immunogennych antygenow ROP5 1 ROP18 wzgledem ukladu
immunologicznego potencjalnego zywiciela. Natomiast trzecie zagadnienie obejmowato
oceng przydatnos$ci immunoprotekcyjnej badanych antygendéw w ograniczaniu rozwoju fazy
ostrej i przewleklej toksoplazmozy.

Jednak aby takie analizy przeprowadzi¢ Doktorant wykonal ciag dos$wiadczen, ktérych
wyniki doprowadzity do uzyskania czystych i jednorodnych antygenow rekombinowanych.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wyniki uzyskane w tym etapie badan, jak réwniez wyniki
wskazujace na przydatno$¢ tychze antygenéow w diagnozowaniu toksoplazmowy w
warunkach modelowych zostaly juz wczesniej wysoko ocenione przez innych recenzentéw.
Wiyniki te zostaty opublikowane w publikacji pt. ,,Toxoplasma gondii: Cloning, expression
and immunoreactivity of recombinant ROP5 and ROP18 antigens” autorstwa Grzybowski
M.M., Dziadek B., Dziadek J., Gatkowska J., Dzitko K., Dlugonska H. (Experimental
Parasitology, 150, 1-6, DOI: 10.1016/j.exppara.2015.01.006).

W doktoracie zostala rowniez oceniona warto$¢ diagnostyczna antygenow rekombinowanych
wzgledem surowic pochodzacych od pacjentow diagnozowanych w  specjalistycznych
laboratoriach. Wyniki przedstawione w Tabeli 5.3 (str. 65) wskazuja na bardzo wysoka
warto$¢ cut-off, wahajaca si¢ w granicach od 0,202 do 0,590 dla IgM oraz 0,211 do 0,609 dla
IgG. Na wartos$¢ ta moze wptywaé wiele czynnikow, ktore Doktorant analizuje w dyskusji.
Moim zdaniem nalezatoby wzia¢ pod uwage wplyw bardzo duzych moim zdaniem st¢zen
biatek ktorymi oplaszczano plytki do testu ELISA. Jesli antygen ROP18 uzyto w stgzeniu 20
ug/ml to oznacza, ze do kazdej studzienki wprowadzono az 2 pg biatka. Duze znaczenie dla
wynikow testu ELISA ma rowniez rodzaj uzywanych ptytek. Doktorant pisze o zastosowaniu
ptytek MaxiSorb (Nunc), czy wykorzystywano inne rodzaje plytek? Czy wykonujac test z
surowicami ludzkimi przeprowadzono dodatkowa optymalizacj¢ dla rozcienczenia
przeciwcial II-rzedowych? Rozciefczenie stosowane do badania surowic mysich nie musi by¢
tozsame dla badan surowic ludzkich. Opisujac wyniki dotyczace przydatnosci diagnostyczne;j
(str. 66-67) Doktorant zwraca uwagg na ,,nieprzydatno$¢” antygenow wskazujac na najnizsze
warto$ci czuto$ci, specyficznos$ci i doktadnosci testu. Moim zdaniem nalezalo bardziej
podkresli¢ potencjalna przydatnos¢ antygenu ROPI18, dla ktorego uzyskano najwyzsze
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wartosci doktadnosci czyli prawdopodobienstwa prawidlowej diagnozy zard6wno w przypadku
oznaczania poziomu IgM jak i 1gG (Tabela 5.4).

Oceniajac wilasciwos$ci immunogennych antygenéow ROPS5 i1 ROP18 wzgledem uktadu

immunologicznego potencjalnego zywiciela Doktorant analizowal zmiany poziomu dwoch
istotnych dla funkcjonowania uktadu immunologicznego cytokin: IF-y oraz IL-10. Pierwsza z
nich jest niejako wyznacznikiem odpowiedzi immunologicznej Thl, a druga Th2. Wyniki
wykazaty, ze zaré6wno splenocyty wyizolowane z $ledzion immunizowanych myszy szczepu
BALB/c, jak i szczepu C3H/HeOuj produkowaly obie cytokiny po stymulacji antygenami
ROP5 i ROP18 pelnej dtugosci, a takze ich C-koncowymi fragmentami (ROP5-C i ROP18-
C). Wzrost stgzenia badanych cytokin byl obserwowany wzglgdem uktadu kontrolnego PBS 1
poli(I:C). Niezwykle interesujacy wynik uzyskano w przypadku myszy szczepu C3H/HeOuj
immunizowanych ROP5 + ROP18. Stg¢zenia badanych cytokin wydaja si¢ by¢ porownywalne
dla poszczegdlnych antygenow wykorzystanych do stymulacji splenocytow (Rycina 5.9., str.
69 oraz Rycina 5.10., str 70.). Poniewaz wynik tez uzyskano w uktadzie kontrolnym, u
zwierzat nie zarazonych T. gondii trudno podejmowac probg oceny jego znaczenia dla
przebiegu parazytozy. Czy Doktorant podejmie probe oceny tego wyniku w kontekscie jego
znaczenia dla hipotetycznego rozwijajacej si¢ parazytozy?
Interesujace sa wyniki dotyczace ekspresji powierzchniowych receptorow CD69",
CD69'CD4" oraz CD69'CD8". W zadnej z badanych grup myszy immunizacja nie zmienila
w sposob statystycznie znamienny odsetka limfocytow CD69" oraz CD69°CD8*. Wykazano
natomiast statystycznie istotny wzrost odsetka limfocytow CD69'CD4". Jakie zdaniem
Doktoranta nastgpstwa moze implikowac taki wynik dla rozwoju parazytozy?

Badajac wtasciwosci immunoprotekcyjne badanych antygendéw w ograniczaniu rozwoju
fazy ostrej i przewleklej toksoplazmozy Doktorant wykazat ich ,,przydatnos$¢”. Jednakze
moim zdaniem w przypadku fazy ostrej wyniki te zostaly opisane zbyt ogdlnikowo (rozdziat
5.5.1., str. 75). Z zalaczonej Ryciny 5.11. wynika, Zze immunizacja myszy BALB/c z
wykorzystaniem ROP18 znaczaco wydluzyta ich przezywalno$¢ w odniesieniu do grup
kontrolnych i immunizowanych ROP5 lub ROP5 + ROP18 (>80 dni). Natomiast w grupach
myszy szczepu C3H/HeOuj tak znaczacego wydluzenia czasu zycia nie obserwowano.
Przezywalno$¢ wynosita od 6 do 9 dni.

Wyniki badan nad wlasciwosciami ochronnymi antygendéw przed rozwojem fazy
przewlektej wykazatly znaczace zmniejszenie liczby cyst w mozgowiach myszy po
immunizacji pojedynczymi antygenami oraz w kombinacji. Poziom protekcji bo tak nalezy
rozumie¢ zmniejszenie liczby cyst zalezat od jakos$ci zastosowanego antygenu, ale réwniez od
szczepu zarazanych myszy. Dla obu szczepoéw badanych myszy najmniejszy poziom protekcji
uzyskano po podaniu ROPS5, natomiast najwigkszy po podaniu ROP5S + ROPI1S8. Poza
,2ujawnieniem bardzo wyraznych roznic w podatnosci na chroniczne zarazenie T. gondii” co
zasadniczo jest potwierdzeniem wynikow dla tak skonstruowanego schematu badan (mam tu
na mysli dobor szczepow myszy) uzyskano jeszcze jeden istotny wynik, troszke
zbagatelizowany przez Doktoranta. Mam tu na mys$li fakt, Zze bez wzgledu na jako$¢
zastosowanego do immunizacji biatka, zdecydowanie wyzsze poziomy protekcji uzyskano dla
szczepu myszy C3H/HeOulJ. W pordéwnaniu z myszami BALB/c jest to szczep bardziej
wrazliwy na zarazenie T. gondii (str. 27). A zatem dla koncowego efektu ochronnego przed
rozwijajacym si¢ zarazeniem ma znaczenie nie tylko jako$¢ zastosowanych biatek, ale
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roOwniez szczep myszy uzyty w badaniach, co powinno znalez¢ odzwierciedlenie we
wnioskach wynikajacych z badan.

Kolejnym rozdzialem recenzowanej rozprawy jest ,,Dyskusja”, zawarta na 12 stronach,
ktora zostala podzielona na podrozdziaty bardzo $cisle zwiazane z zadaniami badawczymi
realizowanymi w ramach rozprawy. Na pierwszy ,rzut oka” takie wyrazne podzielenie
dyskusji mogloby by¢ zarzutem dla Doktoranta. Jednakze ze wzgledu na fakt, ze kazde z
rozwiazywanych zagadnien bylo realizowane w innym ukladzie do$§wiadczalnym, proba
tacznej dyskusji wynikow nie bytaby poprawna. W dyskusji Doktorant konfrontuje ,,swoje”
wyniki z danymi literaturowymi. Niektore z nich sa zblizone do wczes$niej opublikowanych,
jednakze znamienita wigkszo$¢ uzyskanych wynikow stanowi swoiste novum w literaturze
Swiatowej. W takich przypadkach Doktorant staje przed bardzo trudnym zadaniem, poniewaz
nie znajduje odniesienia do swoich wynikow w dostgpnej literaturze i moze jedynie
»spekulowa¢” ale w dobrym znaczeniu tego stowa.

Kolejnym rozdzialem recenzowanej rozprawy jest spis cytowanej , Literatury”, ktory
zawiera 171 pozycji, odzwierciedlajacych aktualny stan wiedzy w realizowanym zakresie
badan. Doktorant wykazal si¢ znajomoscia wynikow badan uzyskanych w oparciu o
najnowsze metody 1 technologie, ale rowniez starszych, dotyczacych zagadnien
immunologicznych (Biilow i Boothroyd, 1991, czy Buxton i Innes, 1995).

Niezwykle istotnym rozdzialem kazdej rozprawy doktorskiej sa ,,Wnioski”. W
recenzowanej rozprawie wnioski zostaly wplecione w rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski”.
Moim zdaniem Doktorant sformutowat jedynie dwa wnioski: punkty (1) oraz (4b). Pozostate
punkty to wyniki i ich omowienie. W mojej opinii wyniki uzyskane w recenzowanej
rozprawie doktorskiej daja podstawy do wyciagnigcia znacznie wigkszej liczby wnioskow
waznych z naukowego 1 praktycznego punktu widzenia. Myslg, ze przygotowujac publikacje
Doktorant je ustanowi.

Praca mgr Marcina Grzybowskiego jest bardzo starannie zredagowana, z zachowaniem
jednego kolorytu rycin i schematoéw. Zastata napisana z uzyciem wielu niekonwencjonalnych
zwrotow (np. ,,Swoj sukces rozrodczy pasozyt ten zawdzigeza...” (srt. 8); ,,cykl rozwojowy,
w ktorym uczestnicza trzy stadia rozwojowe (str. 8); dziatanie cytokiny w kooperacji (str. 11),
zdumiewajaca zdolno$¢ tego pasozyta do zarazania praktycznie kazdego stalocieplnego
organizmu (str. 77), co w konsekwencji przetozyto si¢ na lekko$¢ jej czytania. Sa jednak
pewne zwroty moim zdaniem niepoprawne. Mam tu na mysli czgste uzywanie spolszczonej
rzeczownikowej nazwy gatunkowej pasozyta jak: liczba toksoplazm, przeciw toksoplazmom,
zabijania toksoplazm, komorki toksoplazm itd. Doktorant uzywa takze okreslenia ,,biatka
rekombinantowe”, ktore wydaje si¢ by¢ bezposrednim tlumaczeniem z j¢zyka angielskiego,
zamiast zaakceptowanej w jezyku polskim formy: ,biatko rekombinowane”. W pracy
znajduje si¢ kilka drobnych uchybien technicznych.

Dla przyktadu:



- str. 54: ,Szczegétowy opis ustanowionych grup do$wiadczalnych zamieszczono w
podrozdziale 4.26.”. Tymczasem podrozdzial 4.26 (str. 50) zawiera opis stymulacji in vitro
splenocytow antygenami T. gondii;

- na Rycinach 5.6 (str. 61) oraz 5.7 (str. 63) zaznaczono dwukrotnie anty-ROP18, zabrakto
oznaczeni dla anty-ROP18-C;

- dwukrotnie zastosowano ta sama numeracje rycin (str.70 i 74 oraz str. 69 i 72);

- stosunek komoérek CD4" do CD8" (Rycina 5.9.) czy stosunek miana IgG1 do 1gG2 (Rycina
5.10.) powinien by¢ konkretna liczba, tymczasem na wykresach zawarto szczegétowe wyniki
dotyczace omawianych parametréw immunologicznych,

Jednakze uchybienia te nawet w najmniejszym stopniu nie umniejszaja wartoSci
merytorycznej pracy, a uzyskane przez Doktoranta wyniki stanowia Jego oryginalne
osiggnigcie 1 w tym zakresie poszerzaja nasza wiedzg w zakresie badan nad uzyskaniem
skutecznej szczepionki przeciw T. gondii.

Poksumowanie:

Stwierdzam, ze przekazana mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Marcina
Grzybowskiego pt. ”Rekombinantowe bialka ROP5 i ROP18 Toxoplasma gondii jako
antygeny diagnostyczne i szczepionkowe” odpowiada warunkom rozprawy doktorskiej i
wobec powyzszego przedktadam Radzie Naukowej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
UL wniosek o dopuszczenie mgr Marcina Grzybowskiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Majac na uwadze nowatorstwo metod badawczych 1 uzyskanych wynikow, oraz
opublikowanie ich czgsci w renomowanym czasopis$mie wnosz¢ rowniez o wyrdznienie dla
niniejszej rozprawy.
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