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Ocena rozprawy doktorskiej Mgr Macieja Jakuba Chyba

pt. ,,Biatka rekombinowane Toxoplasma gondii w immunoprofilaktyce i diagnostyce
toksoplazmozy”.

Toxoplasma gondii jest kosmopolitycznym pasozytem zwierzat i ludzi. Toksoplazmoza
u cztowieka moze przebiega¢ bezobjawowo, jednak niekiedy powoduje powazne
objawy, nieodwracalne zmiany, a nawet konczy sie fatalnie. Jest szczegdlnym
zagrozeniem dla osob, u ktérych wystepujg zaburzenia odpornosci, u ktérych moze
rozwing¢ sie posta¢ mozgowa lub uogdlniona choroby, a takie, ze wzgledu na
mozliwo$¢ transmisji wertykalnej, dla kobiet ciezarnych. Jest czynnikiem ryzyka
poronien i wad rozwojowych ptodu. Do zarazenia najczesciej dochodzi droga
pokarmowa, a w rzadkich przypadkach podczas transfuzji preparatéow
krwiopochodnych lub przeszczepiania narzagdéw. Dotychczas nie wprowadzono do
uzytku szczepionki przeznaczonej dla cztowieka, a rutynowa immunodiagnostyka
wykorzystuje preparaty antygendw T. gondii pochodzenia naturalnego. Konieczne
jest wiec opracowanie skutecznej i bezpiecznej szczepionki oraz testu serologicznego
umozliwiajgcego unikniecie uzyskania wynikdw niejednoznacznych, fatszywie
dodatnich lub fatszywie ujemnych, umozliwiajgcego rozpoznanie choroby i okreslenie
jej stadium. Problemy te byty podstawg badan, ktérych wyniki zostaty przedstawione
i omoéwione w ocenianej rozprawie doktorskiej Mgr Macieja Jakuba Chyba. Funkcje
promotora petnita Dr hab. Justyna Gatkowska z Katedry Mikrobiologii Molekularnej
Uniwersytetu todzkiego, a promotora pomocniczego — Dr inz. Barttomiej Ferra z
Zaktadu Parazytologii Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Rozprawa ma charakter mieszany: obejmuje zbiér trzech artykutéw oryginalnych i
wyniki niepublikowane, w postaci dwéch manuskryptéw przeznaczonych do
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publikacji oraz czesci opisowej. Zawiera opis zrédet finansowania, wykaz publikacji i
manuskryptéw bedacych jej podstawa, wymagane streszczenia, wykaz skrétow,
wprowadzenie, opis zatozen i celdw pracy, kopie publikacji i manuskryptéw
wchodzacych w sktad pracy i ich podsumowanie, opis wynikéw niepublikowanych
(wraz z oméwieniem metod i dyskusja), podsumowanie z wnioskami koricowymi,
wykaz literatury, a takze opis dorobku naukowego Doktoranta, uwzgledniajacy
wykazy publikacji wraz z danymi bibliometrycznymi, projektéw badawczych i
komercyjnych, w ktérych realizacji uczestniczyt, wazniejszych konferencji, szkolen
kurséw, innych aktywnosci zwigzanych z dziatalnoscig naukowa oraz nagréd i
wyréznien. Rozprawe uzupetniaja oSwiadczenia Wspdtautoréw o udziale w
publikacjach i manuskryptach, wymagane w przypadku, kiedy praca stanowi
wyodrebniong czes¢ pracy zbiorowej. Artykuty oryginalne zostaty opublikowane w
czasopismach ujetych w Journal Citation Reports: International Journal of Molecular
Sciences (Publikacja 1), Scientific Reports (Publikacja 1) i Frontiers in Immunology
(Publikacja I11). Nalezy zauwazy¢, ze w czerwcu 2025 r., juz po ztozeniu pracy, w Int. J.
Mol. Sci., opublikowany zostat Manuskrypt .

Mgr Maciej J. Chyb jest pierwszym autorem dwdch z opublikowanych prac
oryginalnych i jednego manuskryptu oraz drugim autorem pozostatych pozycji. Jego
znaczgcy udziat w opracowaniu koncepcji badan, ich przeprowadzeniu, analizie i
interpretacji wynikdw oraz opracowaniu publikacji/manuskryptéw potwierdzajg
zamieszczone w nich informacje ,Author contributions” oraz stosowne oéwiadczenia
Wspotautoréw. Niektére wyniki, Doktorant prezentowat na konferencjach krajowych
i migdzynarodowych. Lista pozostatych publikacji obejmuje 7 pozycji, a ich zbiorczy IF,
wraz z artykutami wtaczonymi do rozprawy, lecz bez Manuskryptu |, wynosi 44,49.
Jest takze wspotautorem dwdch zgtoszeri patentowych dotyczacych potencjalnych
lekow przeciwko toksoplazmozie. Byt beneficjentem grantu studenckiego Ut a jako
wykonawca lub stypendysta uczestniczyt w realizacji dziewieciu projektéw o
charakterze badawczym, komercyjnym lub bioinformatycznym. Mgr Maciej J. Chyb
odbyt tez trzy krotkotrwate staze badawcze. Opisane osiggniecia $wiadczg o
aktywnosci naukowej, umiejetnosci wspétpracy i dbatosci o wiasnosé intelektualna.

W rozdziale ,Wprowadzenie”, Autor rzeczowo opisat kluczowe zagadnienia zwigzane
z tematyka rozprawy, miedzy innymi szczegétowa charakterystyke T. gondii i jej
wybranych antygenéw, epidemiologie toksoplazmozy, przebieg choroby, drogi
transmisji, diagnostyke (przede wszystkim serologiczna) czy profilaktyke. Mgr Maciej
J. Chyb zwrécit szczegdlng uwage na brak szczepionki, ktéra mogtaby by¢ stosowana
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u ludzi i wady szczepionki weterynaryjnej oraz ograniczenia niektérych z dostepnych
metod diagnostycznych. Przedstawione fakty dobrze uzasadniajag tematyke
badawczg podjeta przez Doktoranta. Poniewaz rozwazania dotyczace
potwierdzenia zarazenia pasozytem dotyczg przede wszystkim immunodiagnostyki,
prosze o krotkie oméwienie wad i zalet metody PCR w czasie rzeczywistym, w
poréwnaniu z proponowanymi w rozprawie badaniami serologicznymi z uzyciem
antygenéw chimerycznych. We fragmencie dotyczagcym postaci choroby brakuje
opisu szczegdlnie niebezpiecznej, uogdlnionej toksoplazmozy. Chociaz rozwija sie ona
rzadko, przede wszystkim u oséb o zaburzonej odpornosci, moze by¢ przyczyng
$mierci. Autor wprawdzie wspomniat np. o zagrozeniu pacjentéw chorujgcych na AIDS
lecz nie rozwinat tego watku. Pewne zastrzezenia moze budzi¢ warstwa jezykowa i
redakcyjna opisu (uwaga ta dotyczy catosci materiatdw niepublikowanych), np. uzycie
sformutowan ,toksoplazmoza u zdrowych o0s6b” czy ,rozwiniecie podejscia
szczepionkowego”.

Ambitne zatozenia i cele pracy sg prawidtowo sformutowane, dobrze uzasadnione i
nie budza watpliwosci dotyczacych planu badan. Doktorant sformutowat trzy cele
szczegotowe i wskazat czesci rozprawy dokumentujgce ich realizacje.

Kolejne czesci rozprawy Mgr Macieja J. Chyba stanowig publikacje oraz manuskrypty
i opis innych danych niepublikowanych. Lekture opublikowanych artykutéw utrudnia
skala ich kopii, a w zwigzku z tym zbyt maty rozmiar czcionek, co zmusza czytelnika do
korzystania z wersji elektronicznej. Punktem wyjscia prowadzonych przez Doktoranta
i wspotpracownikdw, wielostronnych badan stuzacych realizacji pierwszego celu byto
otrzymanie osiemnastu rekombinowanych, triwalentnych antygendw, ktorych
wspdlnym fragmentem byt uktad biatek SAG-1-SAG-2 (SS), natomiast trzeci fragment
kazdego z nich wybrano na podstawie literatury oraz reaktywnosci z probami
surowicy owiec i koz, zarazonych Toxoplasma gondii i zdrowych. Nastepnie
poréwnano reaktywnos$é tak otrzymanych preparatéw z uzywanym w rutynowej
diagnostyce lizatem antygenowym TLA oraz wyjsciowym, diwalentnym antygenem
SS. Niektére z otrzymanych ukfadéw chimerycznych wykazywaty czutos¢ i swoistosc
w petni poréwnywalng z TLA, co wykazano testujgc proby surowicy zarazonych
doswiadczalnie myszy, zarazonych naturalnie hodowlanych parzystokopytnych (wraz
z odpowiednimi prébami kontrolnymi) (Publikacja I, Ferra B.T. i wsp., Int. J. Mol. Sci.,
2024, doi: 10.3390/ijms25084384) oraz oséb, u ktérych rozpoznano ostrg lub
przewlekty toksoplazmoze i seronegatywnych w kierunku T. gondii (Manuskrypt |,
Ferra B.T. i wsp., praca opublikowana po ztozeniu rozprawy). Za prowadzeniem
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dalszych badan w kierunku dalszej charakterystyki wybranych preparatéw jako
potencjalnie uzytecznych w diagnostyce toksoplazmozy przemawia oczekiwana
identycznos¢ produktéw i stosunkowo niski koszt ich otrzymywania, w poréwnaniu z
lizatem pochodzenia naturalnego. Problematyka zastosowania rekombinowanych,
alternatywnych dla TLA antygendw w diagnostyce serologicznej toksoplazmozy
zostata podjeta takze w doswiadczeniach opisanych w Manuskrypcie Il (Chyb M. i
wsp.). Badania z wykorzystaniem myszy oraz materiatu klinicznego wykazaty 100%
czutosc i swoistos¢ monowalentnego antygenu ROP8. W zwigzku z powyzszym, prosze
Doktoranta o opinie, czy uzasadnione jest stosowanie w diagnostyce preparatéw
triwalentnych, skoro antygen monowalentny daje tak obiecujagce wyniki i
przedstawienie stosownych argumentéw.

Manuskrypt Il zawiera takze dane zwigzane z realizacjg drugiego celu pracy — oceny
przydatnosci rekombinowanych antygendw T. gondii jako kandydatéw na szczepionki
przeciwko toksoplazmozie, stanowigc w ten sposéb cenne uzupetnienie Publikacji Il i
Publikacji lll. Przedmiotami badan, ktérych wyniki przedstawiono w Publikacji Il (Chyb
M. i wsp., 2023, doi: 10.1038/s41598-023-40147-z) byly triwalentny antygen SGR i
tetrawalentny SMMG, a Mgr Maciej J. Chyb i wspdtpracownicy testowali ich
immunogennos$¢ i dziatanie protekcyjne u myszy. Co wazne, zaobserwowano nie tylko
stymulacje powstawania swoistych przeciwciat lecz takze dtugotrwaty efekt ochronny
(mniejsza liczba cyst u zwierzat szczepionych, w poréwnaniu z nieszczepionymi).
Prosz¢ o komentarz dotyczacy przyczyn réznic pod wzgledem typu wzbudzanej
odpowiedzi w zaleznosci od zastosowanego antygenu (z przewaga typu Th2 lub nie).
Czy badane antygeny dziatajg antagonistycznie i jakie moga byé tego przyczyny?
Dlaczego antygen triwalentny okazat sie skuteczniejszy niz tetrawalentny, co
dodatkowo wykazano w badaniach aktywacji ludzkich monocytéw? W Publikacji I
(Chyb M. i wsp., 2024, doi: 10.3389/fimmu.2024.1480349) przedstawione i
omowione zostaty wyniki dotyczace kilku antygenéw wybranych na podstawie danych
uzyskanych podczas realizacji pierwszego celu rozprawy. Badania rozszerzono, w
poréwnaniu z Publikacjg Il, miedzy innymi o ocene zdolnosci inicjowania aktywacji
dopetniacza przez indukowane szczepieniem przeciwciata i zaleznego od tego
systemu dziatania cytotoksycznego (CDCC). Trzy z czterech badanych preparatéw
triwalentnych wykazywaty znaczacy efekt ochronny oceniony takze na podstawie
poréwnania liczby cyst w modzgowiu i eliminacji tachyzoitéw przez pobudzone
makrofagi ludzkie. Czy obok CDCC mozna réwniez zaobserwowa¢ zjawisko ADCC?
Wyniki badan in vitro przedstawione we wspomnianym wyzej Manuskrypcie II
sugerujg takze przydatnos¢ rekombinowanego antygenu ROP8 w immunoprofilaktyce
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toksoplazmozy. Mgr Maciej J. Chyb i wspdtpracownicy wnioskuja, ze bytby on dobrym
kandydatem na sktadnik preparatéw chimerycznych. Czy otrzymanie preparatu tri-
lub tertrawalentnego skutkowatoby uzyskaniem lepszych efektéw? Prosze
Doktoranta o opinie w tej kwestii.

Witaczone do rozprawy publikacje i manuskrypty stanowig spéjng catosé,
$wiadczacg o konsekwentnym realizowaniu przyjetego planu badawczego. Cennym
elementem jest wyjasnienie mechanizméw odpowiedzi komdrek/organizméw na
badane antygeny — identyfikacja drég przekazywania sygnatu czy wykazanie zmian
ekspresji odpowiednich gendéw. Te czes¢ pracy konczy rzeczowe podsumowanie, w
ktdrym Autor skrotowo omawia najwazniejsze osiggniecia przedstawione
szczegoétowo w artykutach i maszynopisach.

Czes¢ rozprawy okreslona jako wyniki nieopublikowane dotyczy badan prowadzonych
przez Doktoranta, stuzgcych realizacji trzeciego, bardzo ambitnego celu pracy —
zastosowania plazmidéw kodujacych antygeny chimeryczne w profilaktyce
toksoplazmozy, co mogtoby skutkowac opracowaniem szczepionki wykorzystujacej
DNA. Nalezy podkresli¢ doktadny opis stosowanych metod, ktory moze by¢
wykorzystany w kontynuacji badan czy tez do celéw dydaktycznych. Chociaz badania
te nie zakonczyty sie petnym sukcesem (uzyskano stosunkowo stabg odpowied?
poszczepienng i niezbyt skuteczny efekt ochronny), ich wyniki mogg by¢ punktem
wyjscia do dalszych prac. Na uwage zastuguje préba zastosowania liposoméw i dobrze
uzasadniony wybor kompleksu CL2 C4,5 do badan in vivo oraz szeroki zakres
przeprowadzonych eksperymentow. Pewien problem stanowi niska liczebnos$¢ grup
szczepionych myszy i wynikajacy z niej silny efekt réznic osobniczych odpowiedzi,
nalezy jednak uwzgledni¢ ograniczenia natury finansowej i etycznej, ktére mogty
wptyna¢ na przyjety schemat doswiadczen. W niektérych analizach poréwnane
zostaty dane otrzymane dla PBS (jako negatywnej kontroli) z tymi dla plazmidu
pustego i plazmiddw niosgcych DNA kodujacy antygen lecz brakuje poréwnania pusty
plazmid versus plazmid kodujacy. W zwigzku z tym, chciatbym zapytaé Doktoranta,
czy takie poréwnania byty wykonane, a jesli nie — co bylo tego przyczyna. Czy
rozwazano szczepienie myszy z uzyciem wytgcznie CL2 C4,5 dla oceny stymulacji
uktadu odpornosciowego? W tej czesci rozprawy zdarzajg sie rowniez drobne
potkniecia natury jezykowej i edytorskiej (np. odwotanie sie w podrozdziatach V.1.6 i
V.1.10 do fragmentéw o identycznych oznaczeniach). Autor uzywa tez zamiennie
terminéw ,waga” i ,masa”, co jest powszechne w jezyku potocznym, lecz
nieprawidtowe w tekstach o charakterze naukowym. Wspomniane wyzej
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niepowodzenia czy niewielkie btedy nie wptywaja na wysokg ocene omawianego
rozdziatu. Nalezy uwzgledni¢ wielokierunkowos¢ badan i zwigzany z nig szeroki zakres
prac doswiadczalnych.

W rozdziale ,Dyskusja”, Mgr Maciej J. Chyb zwraca uwage na zalety szczepionek DNA
i ich wady, omawia uzyskane wyniki na tle danych opisanych w publikacjach i
manuskryptach wtgczonych do rozprawy oraz danych literaturowych. Rozwaza takze
mozliwo$¢ modyfikacji szczepionek poprzez uzycie adiuwantéw. Czy planowane sa
badania w tym zakresie? Zaletg dyskusji jest wywazona interpretacja uzyskanych
wynikéw. Podobnie, syntetyczny i rzeczowy charakter ma rozdziat ,,Podsumowanie i
whnioski koicowe”.

Wykaz literatury cytowanej w czesci materiatow niepublikowanych obejmuje 122
pozycje, zarébwno z ostatnich lat, jak i nieco starszych, jednak istotnych dla tresci
ocenianej rozprawy. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na niepotrzebne i czesto btedne
podawanie dat ukazania sie poszczegélnych artykutéw (np. ,1 listopad 2018”).

Rozprawa doktorska Mgr Macieja Jakuba Chyba, zatytutowana , Biatka
rekombinowane Toxoplasma gondii w immunoprofilaktyce i diagnostyce
toksoplazmozy” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i $wiadczy o
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Dokumentuje takze
wiedzg teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie nauki biologiczne. Jako
wyodrebniona czes¢ pracy zbiorowej spetnia warunki okre$lone w ustawie Prawo o
szkolnictwie wyizszym i nauce z 20 lipca 2018 roku z péiniejszymi zmianami. W
zwigzku z tym, zwracam sie do Wysokiej Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pana mgr Macieja
Jakuba Chyba do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Z uwagi na wysoka wartos¢ naukowa pracy, potwierdzong trzema publikacjami
znajdujacymi sie na licie JCR o wysokiej punktacji MNiSW (oraz czwarta,
opublikowang po ztozeniu rozprawy, odpowiadajagcg Manuskryptowi 1) i jej
potencjatem aplikacyjnym, wnioskuje takze o wyrdznienie rozprawy. Mgr Macieja J.
Chyba.

/@\
Prof. dr hab. Maciej Cedzyriski



