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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Szczotko pt.
»Obecnos¢ patogenéw a ekspresja wybranych genéw odporno$ci wrodzonej
u kleszezy”.
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Szczotko zostata wykonana
w Katedrze Biochemii Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie, pod kierunkiem Pani Promotor dr hab. Malgorzaty Dmitryjuk, prof. UWM. Rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Magdaleny Szczotko zostata skierowana do recenzji przez Rade Naukowa Dyscypliny Nauki

Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Pani mgr inz. Magdalena Szczotko ukonczyta studia inzynierskie i magisterskie na Wydziale Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olszynie broniac prac, ktorych tematyka byla
zwigzana z molekularnym oznaczaniem patogenéw w kleszczach. W momencie rozpoczecia prac nad
rozprawa doktorska Doktorantka posiadata juz doswiadczenie w prowadzeniu badan nad kleszczami oraz
znajomos¢ metod biologii molekularnej. Pani mgr inz. Magdalena Szczotko jest wspétautorem, 9 oryginalnych
értykuk')w naukowych i 2 rozdzialbw w monografiach o sumarycznym wskazniku IF wynoszacym 32,712
i tacznej liczbie 910 punktow MNiSW. Dorobek naukowy Kandydatki uzupetniajg referaty i komunikaty
konferencyjne. Waznym elementem kariery naukowej byly odbyte staze, gléwnie w osrodkach zagranicznych
oraz kierownictwo wlasnego grantu naukowego zdobytego w ramach konkursu PRELUDIUM finansowanego
przez Naro:iowe Centrum Nauki i grantu Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego. W tym miejscu
pragng wyrazi¢ duze uznanie dla Promotora rozprawy — Pani prof. Malgorzaty Dmitryjuk za znakomitg opieke
naukowa, dzigki ktorej Doktorantka posiada spojny dorobek naukowy, doswiadczenie w prowadzeniu badan
laboratoryjnych i mozliwos¢ kontynuowania pracy badawczej, m.in. w ramach zdobytego grantu
PRELUDIUM.

W skiad zaprezentowanej rozprawy doktorskiej wchodza dwie oryginalne prace naukowe opublikowane
w latach 2024-2025, o sumarycznym wskazniku IF wynoszacym 6,5 i tacznej liczbie punktéw MNiSW
wynoszacej 280.
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W obu artykutach Doktorantka jest autorem do korespondencji. Obie publikacje byly wykonane pod $cista
opieka naukowa Pani prof. Malgorzaty Dmitryjuk, w tym opracowaniu koncepcji i metodologii badan.
Doktorantka brafa udzial w opracowaniu koncepcji i metodologii badan, wykonata cze$¢ eksperymentalna,
opracowata wyniki i brata udziat w opracowaniu manuskryptéw. Udzial Pani mgr inz. Magdaleny Szczotko
w powstaniu artykutéw byl wiodacy, co pozwala zaliczy¢ przedstawiony dorobek jako osiagniecie
Kandydatki. W cyklu prac sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska zabrakio zwyczdjowo zamieszczanego
artykutu o charakterze przegladowym. W tym jednak wypadku rol¢ t¢ z powodzeniem przejmuje sam

Autoreferat, w ktorym Doktorantka zamiescita obszerng czg$¢ wprowadzajaca w temat rozprawy.

Przedstawiony w dysertacji cykl prac dotyczyl badan nad ekspresja wybranych genéw odpornosci
wrodzonej u kleszczy z gatunku Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus w obecnosci wybranych patogenéw
odkleszczowych, obejmujacych gatunki/rodzaje: Borrelia spp., Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp.,

Rickettsia spp. oraz Neoehrlichia mikurensis.

Na 17-stu stronach Wstepu scharakteryzowano dwa gatunki kleszczy objete badaniami, opisano
mechanizmy transmisji patogenow odkleszczowych oraz uklad immunologiczny kleszczy. W czgscei
dotyczacej transmisji patogendw zabrakfo mi odniesienia do konkretnych patogenéw wybranych przez
Doktorantke¢ do badan, tj. Borrelia, Anaplasma phagocytophilum, Babesia, Rickettsia i Neoehrlichia
mikurensis. Bardzo dobrze zostal opisany szlak sygnatowy JAK/STAT oraz funkcjonowanie uktadu
immunologicznego kleszcza w kontekscie transmisji kretkow Borrelia. Catos¢ konczy podrozdziat dotyczacy
defensyn kleszczowych. W podrozdziale dotyczacym szlaku JAK/STAT Doktorantka zawarta informacje, ze
zahamowanie jego aktywnosci doprowadzilo do zwigkszenia poziomu zakazenia A. phagocytophilum
u kleszezy Ixodes scapularis. Czy Doktorantce jest wiadomo jak tego typu zaburzenia wptywaja w efekcie na
sam organiém kleszcza? Podsumowujac te cze$¢ Autoreferatu stwierdzam, ze zostata przygotowana w sposob

bardzo rzetelny. Catos¢ bardzo dobrze wprowadza w tematyke obu publikacji.

Doktorantka sformutowala dwa cele szczegétowe odpowiadajace kazdej z prac. Pierwszym celem bylo
okreslenie korelacji pomigdzy poziomem ekspresji wybranych genéw odpornosci wrodzonej kleszczy
a obecnoscig patogenow chorobotworczych u I ricinus i D. reticulatus. Drugi cel dotyczyt okreslenia zmian
w ekspresji genow szlaku JAK/STAT w tkankach kleszczy z gatunku 7. ricinus w obecnos$ci kretkow Borrelia
burgdorferi. Oba cele zostaly opatrzone krétkim wyjasnieniem, a na ich podstawie Kandydatka postawita dwie
hipotezy badawcze. Odnosnie hipotezy nr 2, nie do konca jasne jest stwierdzenie: ,,Poziom ekspresji genow
AMPs i JAK/STAT wzrasta i rozni sig...”. Czy Doktorantka miata na mysli, ze niezaleznie od wykazania

roznic w badanych tkankach poziom ekspresji gendw bedzie zawsze wzrastat?
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W Zadaniu 1 materiat do badan stanowito 428 kleszczy zebranych z wegetacji oraz osobniki pasozytujace
na psach. W przypadku kleszczy z wegetacji do ich identyfikacji zastosowano klucz taksonomiczny (Nowak-
Chmura, 2013). W publikacji podano, ze wsrod kleszczy zebranych z pséw znalazly si¢ samice obu gatunkéw
kleszczy w pei napite. Czy do prawidlowego rozpoznania gatunku napitych samic zastosowano metody
molekularne czy byly oznaczane na podstawie cech morfologicznych (np. wielkosé, ciezar wiasciwy)?
W przypadku izolacji kwaséw nukleinowych z osobnikéw napitych — czy wystapity trudnosci przy przecinaniu
osobnikéw z uzyciem skalpela? Opis reakcji PCR (i jej odmian) zostal prawidlowo przedstawiony
z uwzglednieniem odniesienia do Tabeli zawartej w publikacji, gdzie podano zastosowane markery genetyczne
i sekwencje primeréw dla kazdego z badanych patogenéw. Podobnie oceniam opis wykonania badan ekspresji
genow kodujgcych trzy defensyny. W Zadaniu 2 material do badan stanowito 50 kleszczy, z ktdrych
wyodrebniono gruczoly slinowe, jelito srodkowe, a trzecia probe stanowily resztki tkanek po wykonanej
sekcji. Do izolacji RNA wykorzystano ten sam zestaw co w przypadku Zadania 1 dla kleszczy nienapitych.
Czy uzyty zestaw byl przeznaczony do jednoczesnej izolacji RNA i DNA z badanej probki? Dla oznaczanie
B. burgdorferi s.l. zastosowano gen 23S rRNA, ktory jak podata Doktorantka, jest wysoce konserwatywny
wsrod gatunkdéw Borrelia. Czy amplifikacja wybranego fragmentu genu zapewniala wykrywanie gatunkow
Borrelia wechodzacych w sktad kompleksu sensu lato? Czy zastosowana kontrola pozytywna byla pozyskana
z wiasnej hodowli kretkow? W przypadku opisu badan nad ekspresja gendéw szlaku JAK/STAT oraz AMPs,
bardzo wysoko oceniam wlasne zaprojektowanie starterow oraz wykonana optymalizacje z ich uzyciem.
Stanowi to niewatpliwie duza warto$¢ pracy oraz dowdd na samodzielno$¢ naukowa Kandydatki.
Podsumowujac czes¢ metodyczng stwierdzam, ze zostala przygotowana prawidtowo, ze szczegdlowo
podanym opisem zastosowanych odczynnikéw, uzytych w reakcjach stezen i wykorzystanej aparatury

badawcze;j.

-

W czgsei wynikowej dotyczacej Zadania | zabraklo mi w Autoreferacie tabelki lub krotkiego opisu
odnos$nie prewalencji patogenow w zebranych kleszczach. Jak pisze sama Kandydatka: .,...badania nad
czgstoscig wystepowania patogenow odkleszczowych stanowia jedynie tlo Zadania 1...”, stanowig one jednak
integralng czgs¢ rozprawy na co wskazuje sam tytul. Doktorantka udowodnita, ze ekspresja genu defensyny
D. reticulatus wzrosta Kilkukrotnie w poréwnaniu do grupy kontrolnej w obecnosci kretkéw Borrelia. Nie
potwierdzono takiej zaleznosci dla defensyn kleszczy I ricinus. W publikacji zawarto natomiast ciekawy
wynik odnosnie prewalencji bakterii z rodzaju Borrelia. Stwierdzono, ze prewalencja patogenu byla wyzsza
u kleszczy z gatunku D. reticulatus niz u Kleszczy I ricinus, i to zardwno bioragc pod uwage osobniki napite

Jjak i nienapite. Czy Doktorantka moze odnie$¢ si¢ do uzyskanego wyniku?
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Odnosnie samej ekspresji genow defensyn, Kandydatka wyciagneta prawidlowe wnioski. Kleszcze
z gatunku D. reticulatus nie sa kompetentnym wektorem kretkéw Borrelia i duzo rzadziej stanowig ich
rezerwuar w porownaniu do kleszczy I ricinus. Zatem réznice w ekspresji genow defensyn u réznych
gatunkow kleszczy moga by¢ zwigzane z réznicami w ich zdolno$ciach wektorowych. Podobna zalezno$¢
zostata wykazana w przypadku zakazen kleszczy D. reticulatus patogenami: A. phagocytophilum
i N. mikurensis. Badania nad ekspresja objety rowniez poszukiwania zaleznosci w odniesieniu do fazy
zerowania kleszcza, stadium rozwojowego i wspotwystepowania patogenéw. Wyniki Zadania 1 potwierdzity,
ze na ekspresje genéw defensyn u kleszczy zebranych w $rodowisku naturalnym wplywa obecnosé réznych
patogenow oraz stopien napicia si¢ kleszczy krwia zywiciela. Wykazano réwniez, ze wspotwystepowanie
patogendw nasila ekspresj¢ genéw defensyn, potwierdzajac ich udzial w odpowiedzi immunologiczne;j
kleszczy. Odnosnie hipotezy zawartej w Autoreferacie: ,,Poziom ekspresji genéw defensyn wzrasta wraz
z obecnoscig patogennych bakterii”, miatabym tylko drobna uwage. W podrozdziale Obecnosé patogenow
sama Doktorantka pisze: ,,W przypadku def] i def2 w obecnosci kretkow ekspresja nie wykazywata istotnego
wzrostu”. W tym miejscu doprecyzowatabym jedynie, o jakim wzroscie ekspresji genow defensyn jest mowa

w przypadku kleszczy 1. ricinus.

W czesci wynikowej Zadania 2 badaniom poddano tacznie 24 probki pozyskane z 8 osobnikow dodatnich
w kierunku bakterii Borrelia burgdorferi s.|. Jak wskazuje Autorka, kleszcze byly zbierane w jednej
lokalizacji, aby ograniczy¢ wplyw czynnikow s$rodowiskowych na ekspresje badanych genéw. Czy
Doktorantka mogtaby wskaza¢ przykfady takich czynnikow? W badaniach potwierdzono wzrost ekspresji
gendéw STAM i SOCS, a takze obnizenie ekspresji genu JAK. Natomiast nie wykryto istotnych zmian ekspresji
gendw STAT, PIAS, co nie do konca potwierdzito postawiona hipotez¢. Uwazam jednak, ze w tym przypadku
Doktorantka udowodnita, ze nie boi si¢ podejmowania nowych wyzwan naukowych. Otrzymane wyniki —
nawet jesli nie do konca zgodne z zalozeniami, sklaniaja do formulowania nowych wnioskéw i dalszego
poszukiwania odpowiedzi. W tym kontekscie Doktorantka poradzita sobie bardzo dobrze, wysuwajac wniosek,
ze wykazana ekspresja tylko w przypadku dwéch genéw moze mie¢ zwigzek stopniowym ttumieniem szlaku
JAK/STAT w okresie poza zywicielem i ustaleniem réwnowagi miedzy uktadem odpornosciowym kleszcza a
obecnoscig kretkow Borrelia. W badaniu stwierdzono réwniez wielokrotna nadekspresje defensyny 1 w jelicie
srodkowym. W jakim stopniu ten wynik koreluje z okreslonym poziomem ekspresji genu def! w Zadaniu 1?
Podsumowujac cala czgs¢ wynikowa stwierdzam, ze Doktorantka posiada umiejetnosé analizy otrzymanych
wynikéw i wyciagania wnioskow. Bardzo dobrze porusza si¢ w wybranej tematyce badawczej i potrafi
weryfikowa¢ stawiane hipotezy. Wszystkie stawiane przeze mnie pytania w niniejszej recenzji maja gtéwnie

charakter poznawczy i w zadnym stopniu nie umniejszaja wartosci przedstawionej pracy.
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Celem nadrzednym prowadzonych badan naukowych byto glgbsze zrozumienie mechanizmoéw odpowiedzi
immunologicznej kleszczy i mechanizméw wplywajacych na role kleszczy jako wektora i rezerwuaru
patogendw. W tym konteks$cie uwazam, ze Pani mgr inz. Magdalena Szczotko cel osiagneta. Chciatabym
rowniez wyrazi¢ swoje uznanie dla sposobu przedstawienia osiagnigcia. Autoreferat zostal przygotowany w
sposob bardzo przejrzysty, zostal napisany poprawnym jezykiem i opatrzony kilkoma rycinami, a oprocz
czesci merytorycznej zawiera rowniez charakterystyke dorobku naukowego Doktorantki. Stowa uznania
kieruj¢ do Pani mgr. inz. Magdaleny Szczotko oraz Pani prof. Malgorzaty Dmitryjuk, pod ktorej opieka

naukowa rozprawa doktorska powstata.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Szczotko pt.:
..Obecnos¢ patogendw a ekspresja wybranych genéw odpornosci wrodzonej u kleszczy™ stanowi oryginalne
rozwiagzanie problemu naukowego i zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i formalnym spehia
wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz. U. 22024 poz. 1571).

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr. inz. Magdaleny Szczotko do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne.

Zwracam si¢ réwniez do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny
Szczotko, majac na uwadze wysoki poziom naukowy rozprawy, zastosowanie autorskich metod badawczych
oraz duzg warto$¢ poznawcza pracy wnoszacej istotny wklad w rozwéj nauki w zakresie poszerzenie wiedzy

na temat funkcjonowania mechanizméw odpowiedzi immunologicznej u kleszczy.

Kierownik
Zaktadu Biologicznych Szkodliwoéci
Zdrowotnych i Parazytologii
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