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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Burzynskiej

"Molekularne podstawy swoistosci zarodzcéw malarii (Plasmodium)"

Malaria jest jednym z najpowazniejszych wyzwan dla systemu ochrony zdrowia na $wiecie.
Szacuje sig, ze w obecnym wieku na malarie zmarto ponad 14 milionéw ludzi. Pomimo olbrzymich
wysitkdw wtozonych w profilaktyke oraz terapie,k corocznie na malarie choruje prawie 300 mln
0s6b, co prowadzi ponad pét miliona zgondéw. Choroba dotknieci sg gtownie mieszkancy
subsaharyjskiéh regionéw Afryki, aw mniejszym stopniu Ameryki Srodkowej i Potudniowej oraz
Azji Potudniowo - Wschodniej. Otbrzymim problemem w globalnej walce z malarig jest wzrost

opornosci na leki przeciwmalaryczne, szczegélnie na artemizynineg i jej pochodne.

Pomimo lat badan, wiele aspektéw cyklu zyciowego zarodZcéw malarii (Plasmodium) jest
nadal nie w petni poznane. Zrozumienie molekularnych podstaw inwazji pasozytéw, w tym
specyficznosci czgsteczek uczestniczacych w rozpoznaniu oraz oddziatywaniu z ludzkimi

biatkami moze przyczynié sie do opracowania nowych terapii.

Celem pracy Pani mgr Patrycji Burzyniskiej byto zbadanie molekularnych postaw swoistosci
zarodzcow malarii wobec erytrocytow cztowieka i matp cztekoksztattnych. Badania zostaty
przeprowadzone pod opiekg prof. dr hab. Ewy Jaskiewicz w renomowanym Laboratorium
Glikobiologii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk. Bardzo dobre zaplecze naukowe oraz aparaturowe znaczgco przyczynito sie do

powstania tej warto$ciowej pracy.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 139 stron. Dysertacja jest podzielona w tradycyjny
sposéb na rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz
Bibliografia. Ponadto praca zawiera rozdziat: Streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim,

Dorobek naukowy, Zrédta finansowania, Spis tabel oraz Spis Rysunkéw. Uktad pracy jest logiczny

il




i dobrze prowadzi czytelnika przez rozprawe. Bibliografia zawiera 162 pozycje, a cytowania sg -

adekwatne do tresci pracy.

Rozdziat Wstep liczy 29 strdn i jést napisany bardzo dobrze. Autorka pracy wprowadza
czytelnika w zagadnienia zwigzane ze swoimi badaniami rozpoczynajgc od opisu zarodzcéw
malarii z rodzaju Plasmodium. Nastepnie przedstawia kluczowe informacje o filogenetyce tych
pierwotniakdw, ich skomplikowany cykl zyciowy oraz skrupulatnie opisuje etapy inwazji
erytrocytdw przez merozoity. W kolejnych podrozdziatach Pani Burzyniska szczegdétowo
przedstawia biatka merozoitow i erytrocytow zaangazowane w rozpoznanie i wnikanie patogendw
do wnetrza infekowanych komoérek. Oprocz biatek w koncowej czesSci rozdziatu Wstep
doktorantka opisata kwasy sjalowe Neu5Ac i Neu5Gc oraz ich role w procesie infekcji przez
P. falciparum. Wstep do pracy jest napisany w sposdb wzorowy. Doktorantka z nalezytg
szczegbtowoscia, ale bez nadmiaru zbednych informacji przedstawita kluczowe aspekty
molekularne stojgce za oddziatywaniami patogen:erytrocyt. Opisy sg precyzyjne, wzbogacone
w klarowne ilustracje i w bardzo dobry sposéb naprowadzajg czytelnika na problem naukowy

stojgcy za podjeciem badan przez doktorantke.

Cel pracy jest dobrze zdefiniowany. Doktorantka zajeta sie prébg odpowiedzi na problem
dotyczgcy podstaw gatunkowej swoistosci zarodzcow malarii wobec cztowieka i matp
cztekoksztattnych. Pani mgr Burzyfiska stawia sobie pie¢ pytan dotyczagcych roli biatek EBA-140
z merozoitéw Plasmodium w tworzeniu oddziatywan z erytrocytami oraz udziale w tym procesie

kwaséw sjalowych i galaktozy. Badania przedstawione w rozprawie sg zgodne z zatozonym celem

pracy.

Metodyka jest wtasciwie dobrana do zaplanowanych badan. Doktorantka bardzo dobrze
porusza sie w swoim warsztacie badawczym. Opis metod badawczych jest przygotowany
starannie i na tyle szczegétowo, ze pozwala na odtworzenie przeprowadzonych prac lub
wykonanie podobnych badan z uzyciem analogicznych czgsteczek. Doktorantka uzyta bardzo
szeroki wachlarz metod w swojej pracy: hodowla linii komérkowych Plasmodium, modyfikacja
genetyczna Plasmodium metodg CRISPR/Cas9 oraz analiza genotypowa i fenotypowa
otrzymanych organizmdw, nadekspresja biatek w systemach ssaczych, oczyszczanie biatek
metodg powinowactwa, PCR, klonowanie DNA, izolacje DNA, elektroforezy agarozowa i SDS-

PAGE, western blotting, pomiary oddziatywania metodami SPR i BLI.



Do najwazniejszych wynikéw przedstawionych w pracy Pani mgr Patrycji Burzynskiej

zaliczam:

Otrzymanie rekombinowanych fragmentéw biatek EBA-140 pochodzacych z merozoitow
P. falciparum, P. praéfalciparum i 'P. reichenowi. Biatka otrzymano w ssaczym systemie
ekspresyjnym opartym o komérki HEK293. Po optymalizacji warunkéw nadprodukcji udato sie
otrzymac petne, nie ulegajgce degradacji ektodomeny, ktére nastgpnie zostaty oczyszczone
metodg chromatografii powinowactwa. Analizy obrazu rozdziatu SDS-PAGE otrzymanych

preparatéw wskazuje na powodzenie tego etapu badan.

Pomiary oddziatywania rekombinowanych homologéw EBA-140 z kwasami sialowymi
wystepujgcymi na ludzkich (NeubAc) i matpich (Neu5Gc) erytrocytach. Do analiz doktorantka
uzyta techniki powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR). Zastosowane przez mgr
Burzyriskg komplementarne podejscia pomiarowe doprowadzaty do niespodziewanych
rezultatéw. Wszystkie biatka preferencyjnie wigzaty sie do kwasu Neu5Gc. Dodatkowo pomiary
z wykorzystaniem interferencji biowarstwowej (BLI) potwierdzity, ze swoistos¢ EBA-140
z P. falciparum jest odwrotna do oczekiwanej. Ponadto doktorantka zbadata istotno$é galaktozy

dla wiazania EBA-140 P. falciparum do kwasow sjalowych.

Otrzymanie transgenicznych wariantdw Plasmodium. Doktorantka z uzyciem metody
CRISPR/Cas9 zaprojektowata warianty EBA-140 réznigce sig¢ sekwencjg w obrebie Regionu Il. Po
otrzymaniu i zweryfikowaniu odpowiednich konstruktéw DNA mgr Burzyfiska wykonata
transfekcje P. falciparum a nastgpnie, po odpowiednim czasie wykonata genotypowanie oraz
selekcje otrzymanych organizmoéw. Dodatkowo obecno$¢ zmienionych sekwencji potwierdzita
z uzyciem metody western blotting. Pomimo olbrzymiego wysitku wtoZzonego w otrzymanie
transfektantow z powodzeniem doktorantka otrzymata tytlko 4 linie. Dla transfektantéw mgr
Burzyniska okreslita wewnatrzkomérkowa lokalizacje zmodyfikowanego biatka EBA-140 metodg
mikroskopowg. Analiza fenotypowa potwierdzita, ze zmiany w obrebie Regionu |l nie wptywajg

negatywnie na ekspresje i transport biatka.

Przeprowadzenie testéw wzrostu w warunkach statycznych i dynamicznych oraz testow
inwazji erytrocytéw traktowanych chymotrypsyng i neuraminidazg. Otrzymane linie
transgeniczne poréwnano z liniami posiadajgcymi knock-out biatka EBA-140 oraz liniami szczepu
dzikiego. Analizy prowadzono z uzyciem cytometrii przeptywowej, zliczajgc ilos¢ zakazonych
krwinek. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéow mgr Burzyfiska wnioskuje,
ze zamiana Regionu Il EBA-140 z P. falciparum na RIl pochodzgcy z matpiego zarodZca

P. praefalciparum wptywa na utrate zdolno$ci rozpoznawania tudzkich erytrocytéw. Jest to nowa



i nieznana w literaturze obserwacja. Kolejne analizy inwazji merozoitéw byty prowadzone wobec
erytrocytow traktowanych enzymami. Wyniki doswiadczed pozwolity doktorantce na
postawienie wniosku, ze EBA-140 nie jest kluczowym ligandem’ W rozpoznawaniu erytrocytow
ludzkich przez merozoity P. falciparum i jego mutacje lub knock-out nie zmienia istotnie poziomu

inwazji.

Rozdziat Dyskusja stanowi bardzo dobry komentarz mgr Patrycji Burzynskiej do wynikéw
otrzymanych w trakcie realizacji pracy. Doktorantka w wyczerpujacy sposéb opisuje powéd
podjecia badan oraz bardzo starannie i dogtebnie komentuje otrzymane wyniki. Widaé bardzo
dobrg znajomos¢ literatury przedmiotu oraz zrozumienie na poziomie molekularnym
mechanizmow stojgcych za patogeneza Plasmodium. Dyskusja jest proWadzona krytycznie,

na wysokim poziomie szczegétowosci, co odzwierciedla dojrzato$¢ naukows doktorantki.
W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi sig kilka uwag oraz pytan:

Niestety w rozprawie nie znalaztem wykazu skrétéw, nie ukrywam utrudnito to czytanie rozprawy.
Glikoforyna A jest w pracy oznaczana skrétami GPA lub GYPA. Biatko pasma 3 jest okre$lane jako
BAND3 lub Band3. Czasami nazwy biatek sg pisane kursywg. Zamiast ,,chipy” powinno by¢ uzyte
stowo ,,sensory”.

Czy na rysunku 10b zamieszczono obraz modelowania oddziatywania z kwasem sjalowym czy
fragment struktury krystalicznej biatka w kompleksie z kwasem sjalowym?

Okreslenie homologiczne biatka (np. str. 27) oznacza domniemanie wspdlnego przodka na
podstawie np. analizy filogenetycznej i nie moze byé wyrazona w wartosciach procentowych. W
przeciwienstwie do tego, podobieristwo sekwencji wyraza sig procentami.

Na stronie 32 znajduje si¢ informacja, ze geny kodujgce glikoproteiny majg ,,dtugo$é okoto 120
pz”. ‘

Na stronie 86 znajduje sie stwierdzenie ,wszystkie wyznaczone wartosci KD oscylujg w
podobnych, mikromolarnych zakresach” (podobnie na stronie 111), state zamieszczone w
rozprawie sg w zakresach nanomolarnych.

Co oznacza ,(+)-” w Tabeli 11, czym jest bufor kolumnowy (strona 67)?

Jaki byt zakres sekwenciji, ktéra byta nadprodukowana w komérkach HEK293, oraz jaka byta
szacunkowa wydajnos¢ produkgji biatka?

Czy przeprowadzono analizg réwnowagowa (ang. steady state) krzywych kinetycznych dla
pomiardéw SPR lub BLI. Jak regenerowano sensory?

Prosze o krotkg informacje, ktére biatka P Plasmodium wydajg sig najbardziej istotne dla inwazji

erytrocytéw.



Podsumowujgc, badania przeprowadzone przez Panig mgr Patrycje Burzyfiskg dostarczajg
wartosciowe wyniki, wnoszg nowg wiedze w zrozumienie oddziatywan pomiedzy Plasmodium a
erytrocytami. Doktorantka jest wspotautorem trzech publikacji, w dwdch jest pierwszym
autorem, wtrzeciej réwnorzednym’pie‘rwszym autorem. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje ogdélng wiedze teoretyczng kandydatki w

dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Moja ocena przedtoZzonej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Burzynskiej
"Molekularne podstawy swoistoééi zarodzcéw malarii (Plasmodium)" jest bardzo wysoka.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo
0 szkolnictwie wyZszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6Zn. zm.) oraz wnioskuje o
“dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
w dyscyplinie nauki biologiczne. Jednoczes$nie, majac na uwadze bardzo wysokg jakos¢ rozprawy

oraz dorobek publikacyjny doktorantki wnosze o wyrdznienie pracy doktorskiej.
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