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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Macieja Jakuba Chyba pt. ,, Bialka
rekombinowane Toxoplasma gondii w immunoprofilaktyce i diagnostyce

toksoplazmozy”.

Rozprawa doktorska mgr Macieja Jakuba Chyba zostata przygotowana w ramach Szkoty
Doktorskiej BioMedChem, za$ jednostka doktoryzujaca jest Uniwersytet 1.0dzki. Opieke nad
doktorantem sprawowala promotor rozprawy dr hab. Justyna Gatkowska, prof. UL, oraz dr inz.

Barttomiej Ferra jako promotor pomocniczy.

Rozprawa doktorska mgr Macieja Jakuba Chyba wpisuje si¢ w niezwykle istotny obszar
badan nad toksoplazmoza — jedng z najczesciej wystepujacych zoonoz na swiecie, wywotywang
przez pasozyta Toxoplasma gondii. Choroba ta ma ogromne znaczenie zar6wno w medycynie
czlowieka, jak 1 w medycynie weterynaryjnej. U osob zdrowych przebieg zarazenia najczesciej
pozostaje bezobjawowy, jednak u pacjentdw z obnizong odpornos$cia, a zwtaszcza u ptodow,
moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji klinicznych, takich jak toksoplazmoza
wrodzona, zapalenia os$rodkowego uktadu nerwowego czy ciezkie uszkodzenia narzadu
wzroku. W hodowli zwierzat gospodarskich, szczeg6lnie owiec 1 koz, T. gondii odpowiada za
poronienia i znaczne straty ekonomiczne, co dodatkowo podkresla wage problemu.

Wspotczesna diagnostyka toksoplazmozy opiera si¢ gldwnie na testach serologicznych
z uzyciem natywnych antygendw pasozyta, ktdre obarczone sa zmienno$cig preparatow i
trudnoscig standaryzacji. Réwnocze$nie w immunoprofilaktyce brak jest skutecznej i
powszechnie dostepnej szczepionki. Poszukiwania nowych antygendéw rekombinowanych,
ktore mogtyby znalez¢ zastosowanie w standaryzowanej diagnostyce oraz jako sktadniki

szczepionek, stanowi jeden z kluczowych kierunkow badan nad toksoplazmoza.
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Na tym tle rozprawa doktorska mgr Macieja Jakuba Chyba ma szczegolne znaczenie.
Autor skoncentrowal si¢ na projektowaniu, wytwarzaniu i ocenie rekombinowanych biatek
chimerycznych 7. gondii, zarbwno w aspekcie ich uzyteczno$ci diagnostycznej, jak i
immunoprofilaktyki. Zastosowane podejscie, obejmujace zaréwno konstrukty triwalentne i
diwalentne, jak 1 proby immunizacji w formie biatek oraz szczepionek DNA wspieranych
no$nikami liposomalnymi, stanowi przyklad innowacyjnego i kompleksowego programu
badawczego odpowiadajacego na najwazniejsze wyzwania wspotczesnej parazytologii.
Problem podjety przez Doktoranta jest zatem istotny zaréwno z poznawczego jak i
praktycznego punktu widzenia. Natomiast brak zarejestrowanej szczepionki dla ludzi i
ograniczenia preparatow weterynaryjnych w petni uzasadniajg potrzebe poszukiwania nowych
skutecznych rozwigzan.

Praca doktorska mgr Macieja Jakuba Chyba zostala przygotowana na podstawie cyklu
5 prac (3 artykuly opublikowane, 2 przygotowane manuskrypty), uzupeklnionego o
rozbudowang czg$¢ wlasng 1 wyniki nieopublikowane, co jest spdjne z trybem doktoratu ,,na
podstawie cyklu publikacji”. Zwracam uwage na solidne zaplecze grantowe (granty NCN
SONATA 14 1 NCBR LIDER), co potwierdza strategiczny charakter projektu i1 ciaglosé
finansowania. Umozliwitlo to Doktorantowi zastosowa¢ kompleksowe podejscie do
prowadzonych badan z zastosowaniem szeregu nowoczesnych metod. Potwierdza to
opanowanie przez Doktoranta bardzo duzego warsztatu badawczego, pozwalajacego na
rozwigzywanie kolejnych probleméw badawczych.

Publikacje wchodzace w sktad cyklu publikacyjnego charakteryzuja si¢ wysoka
warto$cig naukowa 1 zostaty opublikowane w czasopismach o znacznym jak dla dziedziny
parazytologia wspotczynniku oddziatywania (impakt faktor). Dodatkowo wszystkie te
czasopisma znajdujg si¢ w najwyzszym pierwszym kwartylu, co plasuje je w czotowce
czasopism naukowych na $wiecie. Pozwole sobie na przemilczenie tzw. ,punktacji
ministerialnej”, ktéra w mojej ocenie jest tak wadliwa, Ze nie powinna by¢ brana pod uwage w
postepowaniach awansowych.

Cykl publikacji wchodzacych w sklad rozprawy obejmuje:

e Publikacje I (IJMS, 2024) — rozwoj 1 walidacja triwalentnych antygenow
chimerycznych w diagnostyce u matych przezuwaczy (owce, kozy).
o Publikacje II (Sci Rep, 2023) — dlugotrwata odpornos¢ i protekcja po immunizacji

biatkami chimerycznymi; ocena humoralna 1 komoérkowa.
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o Publikacje III (Front Immunol, 2024) — immunogennos$¢ i1 skuteczno$¢ protekcyjna
konstrukcji opartych o biatka powierzchniowe; poréwnania tri- vs diwalentnych
antygenow.

e Manuskrypty I-II (2025) — poszerzenie diagnostyki na surowice ludzkie (konstrukty
SAG1/SAG2) oraz studium nad ROPS (diagnostyka i immunogennosc¢).

W czesci nieopublikowanej Doktorant przedstawit kompletny program badan nad:
szczepionkami DNA (wektor pcDNA3.1), no$nikami liposomalnymi, transfekcja in vitro/in
vivo, immunizacjag myszy, testami  serologicznymi 1  komodrkowymi  oraz
immunofenotypowaniem (cytometria przeptywowa) — z klarownymi rozdzialami metod i
wynikéow (V.1-V.3). Rozprawa zawiera ponadto rozdziaty integrujace wyniki, opis badan
nieopublikowanych, obszerny wstep teoretyczny, materiaty i metody, a takze podsumowanie i
whnioski koncowe.

Na marginesie warto doda¢, ze dorobek Doktoranta wynosi h-index=3 (aktualnie 4), 9
publikacji indeksowanych, 25 cytowan (aktualnie 36), taczny IF 44,49 — wskazniki te wskazuja
na wysokg dojrzalo$¢ naukowa i sg imponujace jak na ten etap rozwoju naukowego. Ponadto,
doktorant wykazuje si¢ aktywnoscig organizacyjng i popularyzujaca nauke, obyt szereg kursow
1 szkolen, bral aktywny udzial w konferencjach, odbyt staze w tym zagraniczny.

W swojej rozprawie Doktorant ocenial wlasciwosci immunogennych jak i
immunoprotekcyjnych rekombinowanych antygendéw 7. gondii oraz okreslat ich przydatnos$ci
w serodiagnostyce toksoplazmozy. W tym celu postawit sobie trzy prezentowane w pracy cele
badawcze. Cho¢ we wstepie zarysowano szerokie tto (diagnostyka 1 immunoprofilaktyka), a w
publikacjach realizowane sa konlejne cele szczegdétowe 1 kroki (projekt — walidacja —
immunizacja — ochrona), w mojej ocene w rozprawie zabraklo 1aczacej owe cele hipotezy
badawczej. Mozna by ja sformutowa¢ przyktadowo w nastepujacy sposéb: Czy racjonalnie
zaprojektowane wieloepitopowe antygeny chimeryczne T. gondii zapewniajq (i) przewage
diagnostyczng, (ii) wysokg immunogennosc¢ i (iii) istotng protekcje — oraz czy podobny efekt da
sig¢ uzyskac¢ w formacie szczepionek DNA wspieranych nosnikami liposomalnymi? W mojej
ocenie praca odpowiada twierdzaco na (i) i (i1) oraz cze§ciowo na (iii) — w cze$ci biatkowej tak,
w czesci DNA umiarkowanie.

Zastosowane przez Doktoranta metody s3 réznorodne i adekwatne, zostaly uzyte w
sposOb poprawny 1 przejrzycie przedstawione. Obejmujg one m.in. przebadanie szeregu

rekombinowanych konstrukcji chimerycznych ztozonych z immunodominujacych fragmentow
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antygendéw 1 ich mozliwo$¢ zastosowania w serodiagnostyce toksoplazmozy oceniajac ich
czuto$¢ 1 swoistosci w modelu zwierzecym (przezuwacze). Wszystkie chimery wykazaty 100%
swoistosci, a czulo$¢ rzedu 94,55-100% (owce), z ponownym potwierdzeniem wysokich
parametrow w probach kozich. Sg to niewatpliwie doskonate, bardzo dobrze udokumentowane
1 przedstawione wyniki.

Dalej badania obejmowaly immunizacj¢ biatkami rekombinowanymi. Zastosowano
adiuwant rownowazny stosowany u ludzi (bezpieczenstwo/przeno$nos¢ koncepcji), pomiary
IgG, 1gG1/IgG2a, stymulacje splenocytow (IL-2, IFN-y, IL-10) i ocen¢ protekcyjnosci po
zarazeniu szczepem DX. Stwierdzono mieszang odpowiedz Th1/Th2, szczeg6lnie dla SGR i
SGR+SMMGQ, z dlugotrwatoscig odpowiedzi (2 tyg. i1 6 mies.).

Przeprowadzono analiz¢ skutecznosci zastosowania szczepionki DNA + liposomy
(CL2; kompleksy pDNA/liposomy). Cze$¢ nieopublikowana zawiera szczegotowy opis sktadu
lipidow, przygotowanie liposomoéw, DLS / zeta, testy MTT, transfekcjea, mikroskopia
konfokalna, a takze immunizacja in vivo i pelny panel immunologiczny (humoralna,
komoérkowa, cytometria; rozbudowane fenotypowanie pamieci.

Otrzymane wyniki zostaly poddane analizie statystycznej, w ktorej Doktorant stosuje
test ANOVA Browna—Forsythe’a/Welcha z Dunnett T3 (przy niejednorodnosci wariancji) dla
cyst w mozgowiu, jest to wlasciwy dobor testow i korekt. W cytometrii: ANOVA + LSD
Fishera z korekcja FDR (Benjamini—Krieger—Yekutieli) — rowniez poprawnie. Natomiast w
niektorych przypadkach liczba przeprowadzonych analiz bywata niewielka, co ogranicza moze
wskazywac¢ pewien trend jednak ogranicza moc statystyczng. Jest to z pewnoscig miejsce na
wzmocnienie planowanych dalszych projektow.

Wyniki badan przeprowadzonych przez mgr. Macieja Chyba sg bardzo bogate 1
réznorodne ich omowienie w recenzji zajeloby wiele stron, co mija si¢ z celem. Warto jednak
podkresli¢ ich oryginalny i bardzo warto§ciowy charakter. Zastgpienie TLA chimerycznymi
antygenami o 100% swoisto$ci 1 do 100% czutosci stanowi realny wktad aplikacyjny. Wazne,
ze u dwoch gatunkoéw (owce, kozy) powtarzaty si¢ wysokie wartosci obu parametrow. Jest to
niewatpliwy krok w strong¢ testu wdrozeniowego. Warto bedzie w przysztosci przeprowadzic¢
pelng walidacje wieloosrodkowa 1 pordéwnanie z roéznymi komercyjnymi zestawami
diagnostycznymi.

Kolejnym waznym wynikiem jest zaobserwowanie, ze biatka SGR 1 SGR+SMMG

generujg trwalg pamig¢ komorkowa, a ochrona utrzymuje si¢ mimo spadku IgG.
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Istotne jest takze spostrzezenie dotyczace umiarkowanej skuteczno$¢ ochronnej
szczepionek DNA, gdzie najlepszy wariant pcDNA3.1-SGR + CL2 dat §rednio 44,39% spadku
liczby cyst, podczas gdy pozostale uktady byly stabsze (ok. 24% bez liposoméw). Dane sg
rzetelnie zinterpretowane 1 wskazujg nizszg efektywno$¢ szczepionek DNA w poréwnaniu do
biatkowych. Dodam, ze Doktorant prezentuje rzeczowa dyskusje o znanych trudnos$ciach w
zastosowaniu szczepionek DNA (stabsza produkcja swoistych IgG, zalezno$¢ od drogi podania
i ekspresji in vivo). Jest to cenny fragment rozprawy, w ktérym negatywne/umiarkowane
wyniki sg rzetelnie przedstawione i doktadnie skomentowane.

Jedng z kluczowych obserwacji cyklu prac, jest poréwnanie zastosowania szczepionki
tri- i diwalentnych, gdzie zarowno w diagnostyce, jak i w immunizacji, konstrukty triwalentne
wypadaja zdecydowanie lepiej. Jest to bardzo warto$ciowy wniosek mogacy mie¢ duze
znaczenie praktyczne.

Z obowigzku recenzenta, jaki i z zainteresowania tematyka rozprawy mam do
Doktoranta kilka uwag i pytan, ktore pozwalam sobie zamiesci¢ ponizej.

Prosz¢ o informacj¢ czy byly przeprowadzane proby pordéwnania head-to-head z
komercyjnymi testami diagnostycznymi (ELISA/CLIA), jesli tak to jak prezentuja si¢ wyniki
otrzymane przez Doktoranta na ich tle? Przeprowadzenie takich analiz w tych samych
warunkach mogloby by¢ warto§ciowym uzupetnieniem publikacji.

Zastanawia mnie tez mozliwo$¢ wystapienia reakcji krzyzowych np. z Neospora
caninum, Sarcocystis itp. Czy planowane s3 badania, ktore taka mozliwos¢ zweryfikuja?
Uwaga ta odnosi si¢ w szczegdlno$ci do mozliwosci wykorzystania prezentowanych w
doktoracie antygenow do wykrywania reakcji z IgG owiec lub kéz.

W publikacji nr II grupy zwierzat eksperymentalnych wydajg si¢ stosunkowo
niewielkie. W jaki sposob dobrano wielko$¢ grup eksperymentalnych? Czy zwigkszenie liczby
zwierzat w grupach mogtoby mie¢ wptyw na uzyskane wyniki? Z ciekawosci zapytam, czy
szczepy o innej wirulencji moglyby spowodowa¢ znaczaco odmienng odpowiedz dtugotrwalg
1 czy planowane sg badania w tym kierunku?

Liczenie cyst w celu okreslenia obcigzenia tkanek pasozytem jest znanym i powszechnie
stosowanym standardem, niestety obarczonym bledem. Stad nasuwa mi si¢ pytanie czy
zastosowanie qPCR lub ddPCR mogloby zwigkszy¢ doktadnos¢ analiz?

Whioski zostaty przez Doktoranta przedstawione w jasny sposéb i nie wykraczajg poza

uzyskane wyniki. Powstrzymalbym si¢ jednak od stwierdzenia, Zze rekombinowane biatka
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chimeryczne sg warto$ciowym narzedziem diagnostycznym toksoplazmozy u ludzi. Tego nie
jeszcze nie wiadomo, aby to stwierdzi¢ niezbedna jest znacznie szersza walidacja kliniczna (np.
rézne grupy ryzyka, pacjenci o réznym statusie immunologicznym itd.), a takze poréwnanie
head-to-head z dostepnymi komercyjnymi testami (ELISA/CLIA), w tym analiza awidno$ci
IgG (by¢ moze takze analiza scenariuszy IgM/IgA), jak rowniez przeprowadzenie analizy

mozliwych reakcji krzyzowych.

Na koniec chcialbym zwroci¢ uwage, ze rozprawa doktorska mgr Macieja Jakuba
Chyba zostala przygotowana w sposob niezwykle staranny, jest obszerna, bogata w wyniki, co
odzwierciedla kompleksowe podejscie do obranego tematu badan. Opracowanie to jest bardzo
wartosciowe i moze stanowi¢ material wyjsciowy do prac nad testami diagnostycznymi oraz
szczepionkami. W mojej ocenie cykl publikacji mgr Macieja Jakuba Chyba spetnia nie tylko
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, ale swoim poziomem doréwnuje bardzo dobre;j

habilitacji.

Whiosek Koncowy

Rozprawa doktorska mgr Macieja Jakuba Chyba to spojny 1 warto$ciowy cykl publikacji
taczacy diagnostyke 1 immunoprofilaktyke  toksoplazmozy z  wykorzystaniem
rekombinowanych antygendw chimerycznych. Najmocniejszym elementem sa wyniki
diagnostyczne oraz immunizacja biatkami prowadzaca do trwalej pamigci komoérkowej i
immunioprotekcji. Czg¢$¢ dotyczaca szczepionek DNA jest przedstawiona krytycznie i — mimo
umiarkowanej skutecznosci — dostarcza waznych wnioskow metodologicznych na przysztosc.
Wyniki sg oryginalne, warto§ciowe, nowatorskie, a zastosowany warsztat badawczy jest bogaty
1 obejmujacy szereg nowoczesnych metod. Cato$¢ bez watpienia spetnia ustawowe kryteria
rozprawy doktorskiej, a wskazane przeze mnie nieliczne uwagi nie wptywaja na moja bardzo
wysokg oceng rozprawy.

Wobec powyzszego uwazam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr
Macieja Jakuba Chyba spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslonym w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024, poz.
1571 z p6zn. zm.) i wnosze o dopuszczenie mgr Macieja Jakuba Chyba do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.
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Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
Na podstawie przeprowadzonej oceny rozprawy doktorskiej mgr Macieja Jakuba Chyba mam
przyjemnos¢ wnie$¢ do Wysokiej Rady o wyrdznienie pracy z uwagi na jej wyjatkowe walory
naukowe i aplikacyjne.

Niniejsza rozprawa speilnia w najwyzszym stopniu kryteria stawiane pracom
doktorskim, a w szczego6lnosci cechuje si¢ wyrdzniajaca jakoscig badan, w trakcie ktorych
Doktorant przeprowadzil kompleksowy i wieloaspektowy program badawczy obejmujacy
projektowanie, wytwarzanie oraz walidacj¢ rekombinowanych antygenow chimerycznych
Toxoplasma gondii. Badania odznaczajg si¢ wysokim poziomem metodologicznym, rzetelng
analizg statystyczna i szerokim zakresem technik eksperymentalnych, od biologii molekularnej,
przez immunologi¢, po modele zwierzegce.

Ponadto, rozprawa posiada szczegdlne walory poznawcze 1 w istotny sposob poszerza
wiedze o mechanizmach immunologicznych towarzyszacych odpowiedzi na rekombinowane
antygeny pasozyta. Wyniki badan nie tylko potwierdzajg przydatno$¢ nowych konstruktow w
diagnostyce i immunoprofilaktyce toksoplazmozy, ale takze pozwalajg na lepsze zrozumienie
roli poszczeg6lnych epitopoéw i1 typow odpowiedzi immunologicznej w kontroli zarazenia.

Niewatpliwie rozprawa mgr Macieja Chyba wykazuje rowniez znaczace walory
aplikacyjne. Opracowane antygeny chimeryczne charakteryzuja si¢ bardzo wysoka czutoscia i
swoistoscig w testach ELISA, co stanowi realng podstawg¢ do stworzenia nowoczesnych,
standaryzowanych zestawow diagnostycznych. Badania nad szczepionkami dostarczyty z kolei
dowodéw na potencjat wykorzystania wybranych konstruktéw jako elementdw szczepionek
eksperymentalnych. Doktorant zastosowat nowatorskie konstrukty triwalentne, a takze
poréwnat rozne strategie immunizacji (rekombinowane biatka vs. szczepionki DNA z
no$nikami liposomalnymi).

Biorac pod uwage powyzsze argumenty, stwierdzam, ze rozprawa mgr Macieja Jakuba
Chyba znacznie przewyzsza wymagania stawiane pracom doktorskim 1 w pelni zastuguje na
wyrdznienie.

Wnosze zatem do Komisji UL ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne
o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr Macieja Jakuba Chyba.
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