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Recenzja rozprawy doktorskiej pt:

»Molekularne podstawy swoisto$ci zarodZcow malarii (Plasmodium)”

Praca doktorska wykonana w Labor.atorium Glikobiologii Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, pod kierunkiem Pani
prof. dr hab. Ewy Jaskiewicz.

Przeprowadzone badania byly czgsciag tematu badawczego finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki, realizowanego w ramach projektu Harmonia (2018/30/M/NZ6/00653)
1 zatytufowanego: "Molekularne podstawy swoistosci zarodzcéw malarii z rodzaju Laverania” pod
kierownictwem prof. dr hab. Ewy Jaskiewicz.

Malaria pozostaje jedng z najpowazniejszych choréb pasozytniczych na swiecie, stanowigc
istotne wyzwanie zaréwno dla zdrowia publicznego, jak i dla wspdtczesnej nauki. Ztozona biologia
zarodzcOdw malarii oraz mechanizmy molekularne lezace u podstaw ich swoistosci wobec zywicieli
1 okreslonych tkanek wciaz sa przedmiotem intensywnych badan, gdyz ich lepsze poznanie ma
kluczowe znaczenie dla opracowania nowych strategii terapeutycznych, diagnostycznych
i profilaktycznych. W tym kontekscie recenzowana praca podejmuje aktualny i wazny problem
badawczy, wpisujac si¢ w nurt poszukiwan nowoczesnych rozwigzan w walce z malaria.

Jednym z najistotniejszych, a jednoczesnie ciekawych z punktu widzenia naukowca etapéw
zakazenia jest interakcja pomigdzy patogenem 1 gospodarzem, a poznanie molekularnych
mechanizméw 1 aspektoéw tego procesu stanowi niewatpliwie ciekawy temat badawczy. Ilo$é
doniesien zglebiajagcych ten aspekt w konteks$cie zarodzcéw malarii ro$nie, co sprawia
ze z ciekawoscia przeczytalem i przeanalizowalem przedstawione przez Doktorantke badania.
Niewatpliwie wartym podkreslenia jest fakt, ze praca zostala zrealizowana w kooperacji z zespotem
profesora Juliana Raynera z University of Cambridge, gdzie sama doktorantka w trakcie rocznego
pobytu przeprowadzata czes$¢ eksperymentdéw ujetych w przedstawionej mi do recenzji pracy. Co

réwniez warte podkreslenia na poczatku, praca z wykorzystaniem zarodzcoéw malarii jest z jednej
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strony cickawa, ale réwniez trudna w rozumieniu technicznym, stad podjete proby identyfikacji
receptoréw odpowiedzialnych za specyficznos¢ gatunkowa zarodZzcow malarii uwazam za podejscie
ambitne, co niejako powinno by¢ wymogiem przy realizacji pracy na poziomie doktoratu.

Liczaca 130 stron praca ma uklad typowy dla tego typu opracowan. W treSci pracy
wyrdznione zostaly: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cel pracy, Materialy,
Metody, Wyniki, Dyskusja, oraz osobny rozdziat poswigcony wnioskom koncowym. Catos¢
uzupelniona jest o liczaca 162 pozycje Bibliografig (odpowiednio rozbudowana, uwzgledniajaca
zaréwno podstawy wiedzy jak i najbardziej aktualne prace), spisy rysunkéw, tabel, oraz rozdziat
podsumowujacy jej dotychczasowy dorobek naukowy doktorantki. Mgr Patrycja Burzyfnska ma
w swoim dorobku 3 publikacje naukowe i 5 doniesiefi zjazdowych. Warto podkresli¢, ze w dwoch
pracach Doktorantka jest pierwszg autorka, zas wszystkie prace tematycznie s3 mocno powigzane
z tematykg pracy doktorskiej.

Merytoryczng cze$é pracy poprzedzajg szczegotowe streszczenia w jezyku polskim
i angielskim. Streszczenie napisane jest poprawnie i dobrze wprowadza do omawianego tematu.
Natomiast w mojej opinii nalezatoby rozwijaé skroty, kiedy pojawiaja si¢ po raz pierwszy w danym
rozdziale, a juz zwlaszcza jesli pojawiaja si¢ pierwszy raz w catej pracy.

W szczegSlowym i ciekawym wstgpie doktorantka przechodzi od ogdlnych informacji
nakreslajacych globalna sytuacjg zwigzang z malarig i planami je] eradykacji, poprzez przedstawienie
aktualnych metod diagnostyki, leczenia, czy nowo wprowadzanych szczepien. W dalszych
podrozdziatach wstgpu doktorantka omawia rézne rodzaje zarodzcow malarii, cykl zyciowy oraz etapy
wigzania i wnikania do erytrocytéw. Tutaj na pierwszy plan wysuwajg sie ligandy rozpoznajgce biatka
powierzchniowe merozoitéw, a zatem element ktory stanowi gltéwny temat zainteresowan autorki.
To na podstawie réznicowego wigzania ligandéw przez biatka specyficzne do réznych gatunkéw
zarodzcow chee ona wykazaé przyczyny swoistosci tychze co do réznych gospodarzy. Doktorantka
w usystematyzowany sposob omawia czynniki odpowiadajace badz potencjalnie odpowiadajgce za
oddziatywania pomiedzy zarodZcami (merozoitami) a komérkami gospodarza, szczegdélowo
omawiajac struktury za to odpowiedzialne zaréwno od strony patogenu jak i komorek gospodarza.

Chcialbym prosi¢ tylko o zaspokojenie mojej ciekawosci — bazujac na wspomnianych
doniesieniach literaturowych, temat kwaséw sjalowych jako potencjalnych receptoréw dla zarodzcow

malarii, ktére to moga wptywaé na specyficzno$¢ gatunkowa zostal opisany w pracach datowanych na
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poczatek biezgcego stulecia. Czy i jak rozni si¢ aktualne podejscie doktorantki w ramach jej badan, do
wynikow i teorii przedstawionych wczesniej?

Podsumowujac ten rozdzial, stwierdzam ze przygotowany zostal on w sposdb poprawny,
systematycznie i w odpowiedniej kolejnosci wprowadzajac czytelnika w zagadnienia dotyczace
tematyki pracy. Doktorantka przechodzi od ogélnych informacji dotyczacych malarii jako choroby,
konczac na elementach odpowiadajacych potencjalnie za specyficznos$¢ konkretnych zarodzcow co do
gospodarza, a tym samym plynnie przedstawiajgc Cel Pracy.

W rozdziale Cel Pracy, doktorantka przedstawia hipoteze, ktérej podstawa jest zaleznosé
swoistosci gatunkowej zarodZcdw malarii od wiagzania ligandéw EBL do kwasow sjalowych. Hipoteza
postawione jest we wilasciwy sposdb, a proba jej potwierdzenia odbywata si¢ poprzez badanie
oddzialywan jednego z ligandéw (EBA-140) pochodzacego z trzech réznych gatunkéw zarodzca do
dwoéch typéw kwasdéw sjalowych Neu5SAc oraz Neu5Ge. Niemniej jednak, w mojej opinii cele pracy
nie sa wystarczajaco jasno okreslone, poniewaz potwierdzenie lub obalenie hipotezy nie powinno by¢
celem samym w sobie. Powinno nim by¢ wniesienie nowych elementéw do szeroko rozumianej gatezi
wiedzy w danej dyscyplinie i1 klarowne ich przedstawienie. Sugerowalbym réwniez przedstawienie
celow czastkowych, ktorych realizacja pozwalataby krok po kroku monitorowaé postep pracy
i ewentualnie korygowac zaplanowane Sciezki i eksperymenty.

Zarowno rozdziat Materialy jak 1 nastgpujacy po nim rozdzial Metody zostalty przygotowane
starannie i przejrzyscie. Autorka pozwala zapoznaé si¢ czytelnikowi z poszczegdlnymi metodami
wykorzystanymi w pracy w sposob zorganizowany i w odpowiedniej kolejnosci. Niepokoi jednakze
duza rozbiezno$¢ w poziomie szczegdlowosci opisu poszezegélnych metod. Niektdre z nich opisane
sg w najdrobniejszych detalach, pozwalajac czytelnikom na wierne odtworzenie przeprowadzonych
eksperymentow. Tak by¢ powinno, zwlaszcza w przyjetej tutaj formie monografii. Jednakze, inne
opisane sg zdawkowo, ze zdecydowanie niewystarczajgca iloscig szczegdtéw i danych — dotyczy to
przede wszystkim rozdziatldw poswigconych wigzaniu rekombinowanych ligandéw metodami SPR
oraz BLIL. W obu przypadkach metodologia przedstawiona jest w sposob ktéry w mojej opinii co
najmniej utrudnia, jesli nie uniemozliwia wierne odtworzenie eksperymentu. Biorge pod uwage, ze
obie metody stanowig istotny element pracy, jest to element na ktory niestety musze zwroci¢ uwage

i zasugerowac¢ popraweg.
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Przechodzac do najistotniejszego elementu pracy doktorskiej - czgsci pracy ktéra wychodzi
poza obecna wiedzg i jest przyczynkiem do nadania stopnia doktora. W rozdziale Wyniki, doktorantka
przedstawia szereg eksperymentdéw, poczawszy od badan skupionych na oddzialywan bialek,
skonczywszy na modyfikowanych genetycznie liniach zarodzcéw malarii. Pierwszym etapem pracy
doktorantki byta optymalizacja ekspresji ektodomen biatka EBA-140 pochodzacego z czterech
réznych zarodzcdw. Tu od razu uwaga: w tekécie rozdziatu doktorantka przedstawia 4 warianty,
natomiast tytul méwi jedynie o trzech z nich. Warto to doprecyzowaé, mimo informacji na koncu
rozdziatu o wykluczeniu EBA-140 P. gaboni z dalszych analiz. Moze po prostu warto bylo uzy¢
bardziej ogolnego tytutu rozdziatu? Ze wzgledu na widoczng w analizie SDS-PAGE jak i Western blot
degradacje rekombinowanych ligandow, doktorantka zdecydowata si¢ na zmiang systemu
ekspresyjnego na Freestyle. Biorac pod uwagg fakt, ze po uzyciu wezesniejszego systemu ekspresji
(Expi293) doktorantka analizowata otrzymane rekombinowane ektodomeny zaréwno
z wykorzystaniem SDS-PAGE jak i Western Blot, zastanawia fakt, ze w przypadku nowego systemu
ekspresyjnego czystos¢ otrzymanych produktéw analizowana byta jedynie za pomocg SDS-PAGE.
Zastanawia brak testu Western blot w tym przypadku, zwlaszcza biorge pod uwage fakt ze czystosé
i homogennos¢ probki stanowi niezbgdny préb wejscia do dalszych analiz. Bylbym wdzieczny za
wyjasnienie i ewentualne uzupetnienie tego braku.

W rozdziale 5.2.1 wykorzystane zostaly biatka oczyszczane we wczesniej porzuconym
systemie ekspresji Expi293, ktoéry to umozliwial otrzymanie nie homogennych, czesciowo
zdegradowanych biatek. Biorac pod uwage specyfike techniki SPR, w ktérej to do okreslania statych
wigzania niezbedna jest informacja o stgzeniu ligandow, uwazam ze mozna bylo calkowicie
zrezygnowaé z przeprowadzani eksperymentow opartych o ten system ekspresji i nie wyciagac
w mojej opinii dos¢ pochopnych wnioskéw bazujac na niepewnych podstawach. Biorgc pod uwage
rezygnacje z pierwszego z systemow ekspresji na rzecz drugiego z nich z uwagi na homogennos¢
otrzymywanych bialek rekombinowanych, raczej powstrzymatbym si¢ z porownywaniem wynikow
otrzymanych w analizie oddziatywan przy uzyciu preparatow otrzymanych z tych dwéch systemow.
Co istotne, doktorantka sama zauwaza ten problem, wspominajac o nim w rozdziale dyskusja.

Opis rysunku 29 jest nieprecyzyjny, w tekscie doktorantka wspomina o rysunku 29B, natomiast
na samem rysunku poszczegélne jego elementy nie sg oznaczone literami. Stad tez nawigowanie po
wynikach jest znaczgco utrudnione. Wyjasnienia wymaga tez okreslanie réznic wigzania na podstawie

wynikow przedstawionych w ,,RU”. Czy jest to maksymalny punkt wiazanie (wysycenie)? Jesli tak,
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warto to doprecyzowac, pokazujgc przy okazji dane wskazujace na wysycenie w zalezno$ci od stezenia
liganda. Przy okazji Rysunku 31 i poréwnania statych dysocjacji. Czy dobrze rozumiem, ze poréwnane
sg wartosci dla 4 réznych préb, a do stwierdzenie istotnosci statystycznej wykorzystano test t-
Studenta? Jesli tak, jest to blad. Jesli nie, prosze o sprostowanie w sposobie prezentacji wynikow. Dos¢
nietypowe jest rdwniez wskazywanie rdznic statystycznych w oparciu o powtdrzenia techniczne.
Rozumem ograniczenia metody oraz ograniczenia zwigzane z kosztami eksperymentu — stad w mojej
opinii nalezatoby jedynie poda¢ otrzymane state dysocjacji i zaniecha¢ analizy statystyczne;j.

Bardzo ciekawym uzupelnieniem pracy jest stworzenie zmodyfikowanych genetycznie linii
P. Falciparum ze zmodyfikowanym fragmentem wiazacym liganda EBA-140. Nalezy docenié
podjecie si¢ proby uzyskania modyfikowanych linii zarodzcdw, a z uwagi na poziom trudnosci docenié
te z prob, ktére okazaty sie udane i pozwolity przyjemniej czgsciowo rolg EBA-140. Szkoda natomiast
ze ostatecznie nie potwierdzono rzeczywistej roli i udzialu BA-140 w specyficznosci co do
gospodarza. Na koniec omawiania tego rozdziatu drobny komentarz edytorski. Niezbyt szczesliwe w
mojej ocenie stwierdzenie ze ligandy ,,nie nauczyly si¢ wigzaé do ludzkiego kwasu sjalowego”.
Sugeruj¢ unika¢ podobnych stwierdzef i nie personifikowaé czasteczek biologicznie aktywnych.
Natomiast zdanie ,, Skierowalismy, wigc teorig do rewaluacji” — brzmi dziwnie i jest nieprawidtowo
skonstruowane. Rozdziat 5.4.2 oraz 5.4.3: pierwsze akapity w obu rozdziala w wigkszosci powinny
zostaé przeniesione do rozdzialu Metody, opisuje bowiem techniczng strone doswiadczenia a nie jego
wynik.

Podsumowujac rozdzial Wyniki, chcg podkresli¢ ze napisany jest on w ciekawy sposéb,
kolejne eksperymenty wynikajg z poprzednich, w logiczny sposdb budujac historie prezentowana
w pracy. Przedstawione krytyczne uwagi nie niweluja wielu ciekawych aspektéw wykonanej pracy.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka sprawnie podsumowuje uzyskane wyniki, krytycznie
konfrontujac je z aktualnymi danymi literaturowymi. W tym miejscu sugerowalbym, aby analiza
sekwencji i potencjalnych réznic aminokwasowych mogacych wplynaé¢ na wigzanie pojawila sie
w rozdziale Wyniki, na etapie omawiania eksperymentéw dotyczgcych oddziatywan, a tylko
odniesienie do tejze analizy péwinno znalez¢ swoje miejsce w dyskusji.

Opracowanie konczy 6 poprawnie sformutowanych wnioskow. Autorka krytycznie odnosi si¢
do uzyskanych wynikéw, w niektérych przypadkach ostroznie, a moze nawet zbyt ostroznie

podsumowuje swojg prace.
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Podsumowujgc, przedstawiona mi do recenzji praca porusza ciagle wazny i aktualny problem
zwigzany z rozprzestrzenianiem si¢ malarii. Mimo ze wydawalo si¢, Ze jest to problem ograniczony
geograficznie, postepujace zmiany klimatu wciaz poszerzajg strefy zagrozenia. Mimo coraz bardziej
skutecznych szczepien, kazde opracowanie pozwalajace lepiej zrozumie¢ biologiczne podstawy
zakazen oraz oddzialywan z gospodarzami sa cenne zaréwno ze wzgledéw poznawczych, jak
i medycznych. Autorka podjela si¢ trudnego wyzwania, korzystajac w swojej pracy zardwno z modeli
bialek rekombinowanych, stanowigcych prostszy do zrozumienia, ale zarazem ograniczony
biologicznie uklad, a takze z modyfikowanych linie komérkowych pozwalajacych na szersze
spojrzenie na biologiczne tlo oddziatywan. Nalezy jeszcze raz podkresli¢, ze zadania ktdrych sig
podjeta sg trudne technicznie, tym bardziej nalezy doceni¢ uzyskane rezultaty. Mimo wspomnianych
w trakcie recenzji niedociggnieé, oraz fakty ze pewnie sama autorka wolalaby, aby badanie przez nia
biatko okazato si¢ bardziej spektakularnym czynnikiem decydujacym o specyficznosci gatunkowe;j,
uwazam ze przedtozona praca zastuguje na uznanie. Stad tez, ponizszy wniosek koficowy:

Whiosek koncowy:
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Patrycji Burzynskiej

pt. ,Molekularne podstawy swoisto$ci zarodicow malarii (Plasmodium)” spelnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2024 poz. 1571
z pozn. zm.). Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne;j
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie Doktorantki do

dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.
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