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Uwagi formalne

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Rdzanskiej-Wrdbel
sktada sie z nastepujacych czesci: Stron tytutowych, Podziekowan, Spisu tresci, Informacji o
finansowaniu badan, Streszczenia w jezyku polskim, Abstraktu, Wstepu, Celdw rozprawy,
trzech rozdziatéw zawierajacych jedng opublikowang prace i dwa maszynopisy publikacji, a
takze Podsumowania i kierunkdw przysztych badan, Spisu literatury oraz Oswiadczen
wspoétautorow. Pierwszy rozdziat rozprawy zostat opublikowany w bardzo dobrym czasopismie
Molecular Ecology (IF= 3.9, Q1 w kategoriach Ecology i Evolutionary Biology). Badania zostaty
sfinansowane z grantu Narodowego Centrum Nauki. Kierownikiem tego projektu byt prof.
Jacek Radwan.

Na podstawie przedstawionych os$wiadczen autoréw publikacji i maszynopisow
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej moge stwierdzi¢, ze doktorantka miata istotny
udziat w zbiorze materiatéw do badan, opracowaniu metodyki badawczej i prowadzeniu analiz
molekularnych, a takie opracowaniu uzyskanych wynikdw oraz ich wizualizacji i
przygotowaniu maszynopiséw publikacji. We wszystkich trzech pracach Pani mgr Joanna
Rdézanska-Wrdbel jest pierwszg autorka, a jej udziat w przygotowaniu opublikowanej pracy
wynosi 60%, a w przygotowaniu dwoch maszynopiséow po 80% w kazdym z nich.



Uwagi merytoryczne

Ogélnie ujmujac celem badan zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej pani mgr
Joanny ROdzanskiej-Wrobel byto lepsze poznanie genetycznych podstaw oddziatywania
pomiedzy zywicielem a pasozytem w warunkach naturalnych. Obiektem badan byty
wolnozyjgce drobne ssaki — nornice rude Clethrionomys glareolus oraz infekujgcej jg bakterie
Borrelia afzelii, ktére sg roznoszone przez kleszcze i u ludzi wywotujg borelioze. Gtownymi
nosicielami borelii sg drobne ssaki i ptaki, w tym w Europie ich gtéwnymi zywicielami sg
nornice rude — gryzonie zamieszkujgce przede wszystkim siedliska lesne.

Relacje zywiciel-pasozyt stanowig jeden z wazniejszych i intensywnie rozwijajacych sie
obszarow badan z zakresu ekologii i biologii ewolucyjnej, a takze majgcych praktyczne
zastosowanie w medycynie, zdrowiu publicznym, rolnictwie czy ochronie przyrody. Pasozyty,
jako jedne z najliczniejszych i najbardziej zréznicowanych organizmoéw na Ziemi, wywierajg
presje selekcyjng na swoich zywicieli, prowadzac do powstawania ztozonych strategii
obronnych. Z kolei zywiciele, rozwijajac mechanizmy odpornosciowe, wymuszajg na
pasozytach ciggte dostosowania. Ten nieustanny proces sprzezenia zwrotnego okreslany jest
jako koewolucyjny wyscig zbrojen.

W nowoczesnych badaniach interakcji zywiciel-pasozyt wykorzystywane sg duze zbiory
danych genetycznych, ktére umozliwiajg sledzenie sciezek adaptacyjnych zaréwno pasozytow,
jak i zywicieli. Celem rozprawy doktorskiej Pani Rézanskiej-Wrébel byto sprawdzenie czy
istniejg powigzania miedzy genotypami gospodarza a genotypami patogenu i przetestowanie,
czy poszczegdlne genotypy nornicy rudej wykazujg wiekszg podatnosé na infekcje okreslonymi
genotypami B. afzelii. W pracy analizowano zaleznos$ci pomiedzy réznymi wariantami genéw
nornicy i kretkéw Borrelia, ktére kodujg oddziatujgce ze sobg biatka, a takze badano zmiany
ekspresji gendw nornic w odpowiedzi na infekcje bakterig Borrelia, wykorzystujgc
sekwencjonowanie catych transkryptomdéw. Waznym aspektem przeprowadzonych badan jest
fakt, ze w analizach wykorzystano zwierzeta pochodzace z populacji zyjacych w warunkach
naturalnych. Tego rodzaju badania interakcji zywiciel-pasozyt sg rzadkie i trudne do
przeprowadzenia a interpretacja wynikow skomplikowana, ze wzgledu m.in. na ztozono$é
proceséw zachodzgcych w srodowisku naturalnym. Jednoczesnie wyniki takich badan sg
bardzo cenne, poniewaz lepiej odzwierciedlajg rzeczywiste relacje zachodzgce pomiedzy
zywicielami a pasozytami, ktére mogg znaczgco rézni¢ sie od interakcji wykazanych w
warunkach laboratoryjnych.

Moje pytanie brzmi, czy Doktorantka zna jakies$ przyktady badan z zakresu koewolucji
zywiciel-pasozyt, ktérych wyniki uzyskane w warunkach laboratoryjnych nie zostaty
potwierdzone w badaniach przeprowadzonych w warunkach naturalnych?

W pierwszym rozdziale rozprawy pt.: ,, Interplay between vertebrate adaptive immunity
and bacterial infectivity genes: Bank vole MHC versus Borrelia afzelii OspC” zbadano relacje
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pomiedzy wariantami gendéw gtdwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major
histocompatibility complex, MHC) nornicy rudej, ktory bierze udziat w swoistej odpowiedzi
odpornosciowej organizmu, a wariantami genu OspC (ang. outer surface protein C) kretkdw B.
afzelii kodujacego immunogenne biatko znajdujgce sie na powierzchni tych bakterii i stuzy do
manipulacji uktadem odpornosciowym gospodarza. Na podstawie przeprowadzonych analiz
wykazano, ze réznice w poziomach przeciwciat 1gG przeciwko dwém czestym w badanych
populacjach wariantom OspC, wykazaty statystycznie istotny zwigzek z konkretnymi allelami
gendw MHC klasy Il wsrdd seropozytywnych nornic. Wyniki te sg zgodne z zatozeniami teorii
koewolucji gospodarz-pasozyt. Nie wykazano natomiast zwigzku miedzy konkretnymi
wariantami genéw MHC, a poszczegdlnymi wariantami genéw OspC.

W badaniach zaprezentowanych w tym rozdziale rozprawy wykorzystano osobniki
nornicy rudej pochodzace z kilku wolnozyjgcych populacji z obszaru pdétnocno-wschodniej
Polski (Pojezierza Mazurskiego) odtawianych co 4 lata w drugiej potowie lata w latach 2002-
2018. W rozprawie nie znalaztam zadnej informacji, czy uzasadnienia dlaczego do badan
wykorzystano akurat te konkretne populacje i dlaczego odtowy prowadzono co cztery lata?
Czy teren badan obejmuje jakie$ wazine obszary pod wzgledem np. zrdézinicowania
genetycznego nornic? Czy termin odtowdw i ich cykliczno$¢ ma zwigzek z dynamika populacji
badanych zwierzat? W Metodach jest informacja, ze poszczegdlne miejsca odtowdw byty
traktowane jako oddzielne populacje na podstawie struktury genetycznej: , The sites show
significant genetic structure (Migalska i in. 2022) and for the purpose of this study were treated
as separate (sub)populations”. Niestety nigdzie w pracy nie jest wyjasnione o jaka strukture
genetyczng tutaj chodzi, czy o strukture genetyczng nornic wyznaczong na podstawie
zmiennosci neutralnej czy np. genéw MHC?

W Metodach w pierwszym rozdziale wspomniane jest tez, ze okreslano ptec i
szacowano wiek badanych osobnikéw, ale w prezentowanych Wynikach pracy nie znalaztam
zadnej informac;ji, jak wygladata struktura wieku i ptci badanych nornic i czy byty réznice w
liczbie seropozytywnych i zainfekowanych nornic pomiedzy osobnikami réznej ptci i wieku. Na
podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze ponad 70% osobnikéw byto
seropozytywnych w kierunku przeciwciat anty-OspC, a tylko okofo 13% byto zainfekowanych
Borelig. Czy taki wynik moze wynikac¢ z duzego udziatu osobnikéw mtodych w populacji, ktore
otrzymaty przeciwciata anty-OspC z mlekiem matki, a nie wytworzyty ich na skutek
bezposredniego kontaktu z bakteriami Borelli? Jesli tak, to jak to mogto wptyngé na uzyskane
wyniki badan?

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, ze 19% zmiennosci w poziomie
przeciwciat wynika z intensywnosci zarazenia bakterig Borelli z konkretnym wariantem genu
OspC, a zmienne towarzyszgce (miejsce odtowu, ptec¢ i wiek badanych osobnikéw) wyjasniaja
18,6% tej zmiennosci. To oznacza, ze ta zmiennos¢ wynika w podobnym stopniu z zarazenia
bakterig z konkretnym wariantem genu, co z czynnikami zwigzanymi z ptcig, wiekiem i



miejscem pochodzenia badanych zwierzagt. Czy Doktorantka moze co$ powiedzieé, jak te lub
jeszcze inne czynniki (nieuwzglednione w tych badaniach) mogty wptyna¢ na uzyskane wyniki?

W drugim rozdziale rozprawy pt. “Do Borrelia afzelii outer surface protein E coevolve
with complement factor H of its rodent host? Insights from GxG and spatial associations”
przeprowadzono analizy dotyczace kolejnej pary gendéw zwigzanych z relacjg gospodarz-
pasozyt tzn. geny nornicy rudej kodujgce czynnik H (ang. complement factor H, CFH) i geny
OspE (ang. outer surface protein E) bakterii. Czynnik H bierze udziat w nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej i koduje biatko regulatorowe alternatywnej sciezki dopetniacza. Natomiast
geny OspE kodujg biatko powierzchniowe B. afzelii, ktére wigze biatko CFH gospodarza w celu
unikniecia wykrycia i zniszczenia przez jego uktad odpornosciowy. W badaniach tych
wykorzystano dwa zestawy danych: 1) nornice z trzech populacji z Pojezierza Mazurskiego (te
same proby, co analizowane w pierwszym rozdziale) i 2) préby nornic i kleszczy zebrane z 17
populacji w Polsce w latach 2020-2023. W wyniku przeprowadzonych badan nie stwierdzono
zadnych zaleznosci pomiedzy wariantami genéw CFH i nalezgcych do tej samej rodziny genéw
zwigzanych z CFH (ang. factor H-related, FH-R) a wariantami OspE. Mimo, ze wykazano (na
podstawie innych badan), ze istnieje wyrazna przestrzenna struktura genetyczna w przypadku
rozmieszczenia wariantéw gendw CFH, nie stwierdzono takiej struktury w przypadku
wariantéw gendéw OspE. Uzyskane wyniki dowodzg, ze ewolucja tych dwdch gendw przebiega
niezaleznie od siebie, pod wptywem innych czynnikéw selekcyjnych.

W pracy wspomniano, ze 17 populacji, z ktérych pozyskano proby do badan byto
rozmieszczonych w réznych lokalizacjach w Polsce. Dodatkowo w pracy jest informacja, ze
istnieje wyrazna przestrzenna struktura genetyczna wyznaczona w oparciu o zréznicowanie
gendw CFH. Mysle, ze dla lepszego zrozumienia, w jaki sposéb badania zostaty zaplanowane,
bytoby wskazane umieszczenie w pracy mapki z rozmieszczeniem punktéw odtownych nornic
oraz struktury genetycznej nornic na podstawie genéw CFH.

Ciekawe, ze w trzech populacjach mazurskich (préby z zestawu nr 1) zréznicowanie
genodw OspE byto wyjatkowo wysokie: 36 z 55 (65%), w tym 6 unikalnych wariantédw znaleziono
w tych lokalizacjach. Z czego to moze wynikaé? Czy moze miec na to wptyw rézna liczba prob
analizowanych w zestawie 1 i w zestawie 2 oraz inny okres czasu i dtugos¢ prowadzenia
odfowdw na Mazurach (16 lat) i w pozostatych 17 lokalizacjach (4 lata)? Nie jest dla mnie jasne,
czy w tych 17 lokalizacjach odtowy byty prowadzone jednorazowo czy powtarzano odtowy w
tych samych miejscach w kolejnych latach? Z informacji przedstawionych w pracy wynika, ze
w wsréd tych 17 populacji, w ktdrych prowadzono odtowy w latach 2020-2023 byta populacja
nornic z Urwitattu, gdzie prowadzono tez odtowy w latach 2002-2018. Czy w tej lokalizacji
stwierdzono te same warianty genu OspE w rdéinych okresach prowadzenia odtowow?
Zastanawiam sie, jaki wptyw na uzyskane wyniki zmiennosci genu OspE moze mie¢ fakt, ze
analizowano materiat réznej wielkosci i zebrany w réznych przedziatach czasowych? Moze
warto tu bytoby podac ile wariantéw genéw OSP przypadato na ile przeanalizowanych préob w



kazdej z populacji na rok, zeby tatwiej mozna byto poréwnac zréznicowanie tych genéw OSP
miedzy réznymi obszarami badawczymi?

W rozdziale trzecim pt. “Transcriptomic response to Borrelia afzelii infection in the skin
of wild bank voles” zbadano sekwencje RNA w celu sprawdzenia jak zmienia sie ekspresja
gendéw nornicy rudej w odpowiedzi na zakazenie B. afzelii. Do badan wykorzystano tkanki
skory, w ktorych dochodzi do pierwszego kontaktu bakterii z gospodarzem. Materiat do badan
pobrano od 44 dziko zyjgcych nornic, z ktérych czes¢ byta niezainfekowana, a cze$é
zainfekowana B. afzelii. Przeprowadzone analizy wykazaty aktywacje gendw zwigzanych z
nabyta odpowiedziag odpornosciowg zwigzanych z funkcjonowaniem limfocytéw B i
wytwarzaniem przeciwciat. W sumie zidentyfikowano 73 gendéw o zréznicowanej ekspresji
oraz sze$¢ modutdow genowych skorelowanych z infekcja. Analiza ujawnita szereg gendow
zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng, jak rowniez liczne geny zaangazowane w procesy
metaboliczne, organizacje struktury komodrkowej, regulacje ekspresji gendw oraz cyklu
komdrkowego. Stwierdzono, ze odpowiedz prozapalna u nornic byta obnizona w poréwnaniu
z tq opisywang u ludzi lub myszy laboratoryjnych. Poza tym zaobserwowano zmiany w
ekspresji gendw zwigzanych z macierzg pozakomérkowsa, ktérych biatkowe produkty sg
wykorzystywane przez kretki Borrelia w celu ufatwienia przytaczania sie i przetrwania w
tkankach gospodarza. Interesujgcym watkiem uzyskanych wynikéw jest tez odkrycie szlakdéw
biologicznych powigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi (takimi jak choroba
Parkinsona, Huntingtona i Alzheimera). Ekspresja genéw zwigzanych z tymi szlakami byta
wyzsza u nornic zainfekowanych Borelig. Mysle, ze te zagadnienia sg bardzo wazne i warte
podjecia dalszych badan. Zastanawiam sie, czy mozna zatozyé, ze skoro takie zwigzki zakazenia
boreliozg z ekspresjg gendéw powigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi stwierdzono u
nornic, u ktérych odpowiedz prozapalna jest generalnie nizsza niz u ludzi, to takie zaleznosci
tez powinny wystepowac u ludzi? Czy zakazenie boreliozg moze miec zwigzek z wystgpieniem
chordéb neurodegeneracyjnych u ludzi? Czy prowadzono juz jakies badania na ten temat?

Uwagi koncowe

Wyniki analiz przedstawione w rozprawie doktorskiej Pani mgr Joanny Rdzanskiej-
Wrdbel dostarczajg nowych, cennych danych, ktére pozwalajg lepiej zrozumieé zaleznosci
genetyczne miedzy gtéwnym zywicielem — nornicg ruda a jej pasozytem — bakterig B. afzelii w
warunkach naturalnych. Uzyskane wyniki inspirujg, a takze stanowig podstawe do podjecia
dalszych badan, ktéore mogg mie¢ wazine, aplikacyjne znaczenie np. w zakresie zdrowia
publicznego i medycyny. Doktorantka uczestniczyta we wszystkich etapach realizowanego
projektu tzn. w planowaniu badan i zebraniu materiatu, w pracach laboratoryjnych,
opracowaniu uzyskanych danych (w tym przeprowadzeniu zaawansowanych analiz
statystycznych), wnikliwej interpretacji i krytycznej ocenie wynikow oraz przygotowaniu
maszynopiséw publikacji. Na podstawie uzyskanych rezultatéw mozna wywnioskowa¢, ze
Doktorantka opanowata wszystkie istotne umiejetnosci, niezbedne do prowadzenia wysokiej



jakosci badan naukowych. Przedstawione przeze mnie uwagi do rozprawy, nie wptywajg na
0g6blng, pozytywnga ocene merytoryczng dysertacji.

Podsumowujac, przedtozona przez Paniag mgr Joanne Rézanska-Wrébel rozprawa
doktorska pt.: ,Zwigzek gendw uktadu odpornosciowego nornicy rudej (Clethrionomys
glareolus) z genami biatek powierzchniowych kretkow Borrelia afzelii”” w petni spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571 z pdin. zm.). Wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o dopuszczenie
Pani mgr Joanny Rézanskiej-Wrébel do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej, ze wzgledu na ztozonos¢
przeprowadzonych badan, analize bardzo duzego materiatu badawczego z wykorzystaniem
zaawansowanych metod badawczych oraz wnikliwg i krytyczng interpretacje uzyskanych
wynikow.
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