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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Marceliny Dworaczek
pt. ,Strukturalna i immunochemiczna charakterystyka polisacharydéw O-swoistych

Aeromonas sp. serogrupy 06”

Praca doktorska zostata przygotowana pod opiekg dr hab. Anny Turskiej-Szewczuk,
prof. UMCS, w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu

Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Pateczki Aeromonas sa najczesciej identyfikowanymi bakteriami wywotujgcymi zakazenia
ryb hodowlanych nie tylko w Polsce, ale praktycznie w catej Centralnej Europie. Bakterie
Aeromonas, powodujac choroby MAI/MAS (motile Aeromonas infection / motile Aeromonas
septicaemia), znaczaco przyczyniajg sie¢ do zwigkszenia $miertelnoéci w populacjach karpia
i pstraga, a przez to do istotnych strat ekonomicznych. Najwazniejszym etapem w poczatkowej
fazie zakazenia jest adhezja bakterii do tkanek ryby. Bakterie przylegaja do tkanek zywiciela,
zmieniajq jego mechanizmy obronne i inicjuja kolonizacje. Za proces ten odpowiedzialne sa
liczne struktury znajdujace si¢ na powierzchni bakterii w tym lipopolisacharydy (LPS).

Praktycznie kazda hodowla zwierzat, w tym i oczywiscie ryb, prowadzona ,na skale
przemystowa” narazona jest na duze ryzyko zwigzane z pojawieniem sie zakaznych choréb
bakteryjnych. Stosunkowo prostym, ale zdecydowanie nie najlepszym rozwigzaniem jest
podanie antybiotykéw, czy wrecz hodowla ryb w ostonie antybiotykowej. Jak powszechnie
wiadomo takie rozwigzanie prowadzi do problemu naduzywania antybiotykéw w hodowlach
zwierzat i wynikajgcych z tego konsekwencji. W zwigzku z tym ewentualne leczenie powinno
by¢ zastapione profilaktyka, a w przypadku choréb wywotanych przez bakterie

immunoprofilaktykg. W wielu sytuacjach praktycznie niemozliwe jest dobranie odpowiedniej
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szczepionki, ze wzgledu na bardzo duzg réznorodnos¢ szczepéw bakteryjnych i ich &tosunkowd
lokalne wystepowanie. W takich przypadkach celowe jest przygotowanie autoszczepionek
opartych na bazie szczepdw wystepujacych w danym rejonie. Szczepionki przygotowane
na bazie catych komdrek bakteryjnych, biatkach btony zewnetrznej lub LPS-ach zwigkszajg
odpornos¢ na zakazenia danymi bakteriami. Do przygotowywania szczepionek stosunkowo
czesto wykorzystuje sie O-antygeny ,bedgce fragmentem” LPS-u.

W opisang problematyke bardzo dobrze wpisuja sie badania przeprowadzone

przez mgr Katarzynge Marceling Dworaczek podczas przygotowania rozprawy doktorskiej.

Recenzowana praca nie zostata napisana w klasyczny sposéb, lecz zgodnie z Ustawa
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
z dnia 14 marca 2003 r. (z pdzniejszymi zmianami) jest spéjnym tematycznie zbiorem
artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych, uzupetnionym opisem podjetej
tematyki i uzyskanych wynikéw.

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaty opublikowane w dwdch oryginalnych
publikacjach naukowych oraz jednej pracy przeglgdowej dotyczacej wykorzystania
magnetycznego rezonansu jgdrowego w analizie polisacharydéw bakteryjnych:

1. Dworaczek Katarzyna, Kurzylewska Maria, Kara$ Magdalena A., Janczarek Monika,
Pekala-Safiniska Agnieszka, Turska-Szewczuk Anna. A unique sugar L-perosamine (4-
amino-4,6-dideoxy-L-mannose) is a compound building two O-chain polysaccharides
in the lipopolysaccharide of Aeromonas hydrophila strain JCM 3968, serogroup 06.
Marine Drugs, 2019, 17(5), 254. IFyy,4: 4,073 Punkty MNiSW 5014 100.

2. Dworaczek Katarzyna, Drzewiecka Dominika, Pekala-Safinska Agnieszka, Turska-
Szewczuk Anna. Structural and serological studies of the O6-related antigen of
Aeromonas veronii bv. sobria strain K557 isolated from Cyprinus carpio on a Polish fish
farm, which contains L-perosamine (4-amino-4,6-dideoxy-L-mannose), a unique sugar
characteristic for Aeromonas serogroup 06. Marine Drugs, 2019, 17(7), 399. IF50s:
4,073 Punkty MNiSW 1: 100.

3. Dworaczek Katarzyna, Kurzylewska Maria, Turska-Szewczuk Anna. Interpretacja widm
magnetycznego rezonansu jagdrowego polisacharydéw bakteryjnych. Nauka i przemyst
- lubelskie spotkania studenckie. ISBN 978-83-227-9370-1. Wydawnictwo UMCS,
Lublin, 2020. Punkty MNiSW ,4,0: 20.



Zasadnicza cze$¢ pracy doktorskiej liczy 38 stron i rozpoczyna sie od wykazd skrétéw
stosowanych w rozprawie oraz od streszczen w jezyku polskim i angielskim, ktére dobrze

opisujg zawartosc¢ rozprawy doktorskiej.

Pierwszym numerowanym rozdziatem jest liczacy 6 stron Wstep, w ktérym Doktorantka
charakteryzuje bakterie Aeromonas sp., krotko przedstawia dotychczasowe informacje
na temat lipopolisacharydéw i jego elementéw strukturalnych wyizolowanych z bakterii
Aeromonas sp. oraz opisuje zagadnienia dotyczace immunoprofilaktyki, jako metody
alternatywnej dla antybiotykoterapii. Tematyka poruszona we Wstepie jest $ciéle zwigzana
z badaniami opisanymi w dalszych czesciach rozprawy doktorskiej. Fragment ten napisany jest
bardzo przystepnie i zawiera liczne odnosniki literaturowe.

Kolejnym rozdziatem jest Hipoteza i cel pracy. Celem podjetych badan byto strukturalne
i immunochemiczne scharakteryzowanie lipopolisacharydéw oraz antygenéw O-swoistych
bakterii Aeromonas nalezacych do serogrupy 06, z wykorzystaniem metod chemicznych,
spektroskopowych oraz serologicznych. Zaplanowano réwniez wykorzystanie wynikéw badar
do wytypowanie szczepéw reprezentujacych serogrupe O6 jako sktadnikéw poliwalentnej
szczepionki dedykowanej dla gospodarstw rybackich na terenie Polski, ktéra w dtuiszej
perspektywie znajdzie zastosowanie w profilaktyce infekcji MAI i posocznicy MAS karpia.

Trzeci rozdziat zatytutowany Omdwienie wynikéw z uwzglednieniem zastosowanych metod
badawczych stanowi w zasadzie zwarte przedstawienie wynikéw zawartych w obu pracach.
Nie mam w zasadzie wigkszych zastrzezeri dotyczacych merytorycznej strony publikacji
przedstawionych do oceny jako rozprawa doktorska. Prace to zostaty bowiem gruntownie
ocenione przez odpowiednich recenzentdw, tym bardziej ze zostaty opublikowane
w renomowanych czasopismach naukowych. W rozdziale tym mozna wyrézni¢ cztery
zasadnicze czesci:

* charakterystyka LPS-6w szczepéw A. hydrophila JCM3968 i A. veronii bv. sobria K557 —
ze szczegétowym opisem pochodzenia szczepéw bakterii, hodowli bakterii, izolacji LPS
oraz jego analizy za pomocg elektroforezy;

® badania serologiczne - analizy immunochemiczne obu LPS-6w technika Western blotting
oraz testem immunoenzymatycznym ELISA;

* analiza chemiczna i strukturalna LPS szczepédw Aeromonas z wykorzystaniem GC-MS

oraz MALDI-TOFF;



= badania strukturalne polisacharydéw O-swoistych z wykorzystaniem GC-MS draz NMR. -

W rezultacie przeprowadzonych badarn Doktorantka uzyskata szereg interesujgcych

wynikow, z ktérych najwazniejsze zostaty wymienione ponizej.

Kompozycja rdzenia LPS:
JCM3968 - HepgHex,HexN,Kdo,,,P
K557 - HepgHex,HexN;Kdo
Sktad kwasow ttuszczowych w lipidzie A:
zblizony sktad w obu szczepach: dominujace kwas 3-hydroksytetradekanowy [C14:0(3-
OH)] i dodekanowy (C12:0), rowniez obecny kwas 3-hydroksyizopentadekanowy
[Ci15:0(3-OH)], dodatkowo w szczepie K557 nasycony kwas tetradekanowy (C14:0).
Skfad cukrowy:
na szczegdlne podkreslenie zastuguje zidentyfikowanie przez Doktorantke 4-amino-
4,6-dideoksy-mannozy nalezgcej do szeregu konfiguracyjnego L (L-perozamina), ktdra
dotychczas, jako sktadnik polisacharydéw O-swoistych bakterii Gram-ujemnych,
zawsze byta przypisywana do szeregu konfiguracyjnego D.
Struktura jednostek powtarzalnych O-polisacharyddéw:
w kazdym ze szczepdw stwierdzono obecnos¢ dwdch réznych O-polisacharydéw, przy
czym jeden z nich (zbudowany tylko z reszt ->2)-a-.-Rhap4NAc-(1->) byt
zidentyfikowany w LPS-ach obu szczepdw, natomiast drugi z nich réznit sie obecnosciag
reszty a-D-GalpNAc oraz innymi podstawieniami dwdch reszt cukrowych.
JCM3968 -
-2)-a-L-Rhap4NAc-(1->
—3)-a-L-Rhap4NAc-(1->4)-a-d-GalpNAc-(1-3)-a-L-Rhap4NAc-(1->
K557 —
-2)-a-L-Rhap4NAc-(1->
—2)-a-L-Rhap4NAc-(1->3)-a-L.-Rhap4NAc-(1->3)-a-L.-Rhap4NAc-(1->
Wyniki badart immunochemicznych:
zasugerowano podziat serogrupy 06 na dwie podgrupy:
0O6a - dla szczepéw posiadajacych w antygenie O szerszy zakres dwucukrowych

epitopow: a-L-Rhap4NAc-(1->2)-a-L.-Rhap4NAc, a-L-Rhap4NAc-(1->3)-a-L.-Rhap4NAc



oraz -»4)-a-p-GalpNAc - jako szczep referencyjny zaproponowano A. h'i/drophila ;
JCM3968,

06b - dla szczepéw zawierajacych jedynie determinanty antygenowe: a-L-Rhap4NAc-
(1->2)-a-.-Rhap4NAc oraz a-L-Rhap4NAc-(1->3)-a-L-RhapdNAc - jako szczep
referencyjny zaproponowano A. veronii bv. sobria K557.

Podsumowujac ten fragment pracy nalezy stwierdzi¢, iz wszystkie postawione cele zostaty
przez Doktorantke zrealizowane.

Bardzo waznym rozdziatem w rozprawie jest Dyskusja, w ktérym Doktorantka wyniki
swoich badan poréwnuje z doniesieniami literaturowymi. Kolejne czesci to Podsumowanie
i wnioski oraz liczaca 67 pozycji Literatura. Integralng czescig rozprawy sa réwniez 3 publikacje
wchodzace w sktad opisywanego w pracy cyklu.

Praca zakoriczona jest oswiadczeniami wspdtautoréw, z ktérych wynika, iz udziat
Doktorantki w przeprowadzonych badaniach siega 65-67 % w przypadku prac oryginalnych
i az 90 % w przypadku pracy przegladowej. Warto tutaj wspomnie¢, iz w ocenie nalezy braé
pod uwage nie ,oszacowany udziat procentowy”, a rzeczywisty wktad, w postaci opisu
wykonanych konkretnych dziatan przez poszczegdlnych wspétautoréw. Nie ulega watpliwosci,
iz udziat Doktorantki w powstaniu wszystkich prac byt wiodgcy.

W ramach uzupetnienia nalezy dodac, iz dorobek naukowy Doktorantki jest imponujgcy
i sktada sie¢ z 7 prac opublikowanych w renomowanych czasopismach z tzw. listy JCR.
Na podkreslenie zastuguje najnowsza publikacja Doktorantki, ktéra dotyczy strukturalnych
badan lipopolisacharydu wyizolowanego z bakterii Aeromonas veronii bv. sobria strain K133
i wydaje sig, iz z powodzeniem mogtaby znalei¢ sie w cyklu prac bedacych podstawa

recenzowanej rozprawy doktorskie;j.

Prace przeczytatem z przyjemnoscia. Jest ona napisana logicznie, poprawnie gramatycznie,
a formatowanie tekstu jest bardzo dobre. Tekst zawiera nieliczne ,literéwki”, ktérych
nie warto przytaczac w recenzji (zaznaczone w pracy). Chciatbym zwrdcié tylko uwage na uzyte
w pracy sformutowania ,silne/wyisze/stabsze pole” w odniesieniu do potozenia sygnatéw
na widmach NMR. Wyrazenia te bywaja ciggle wykorzystywane w literaturze (high-field, low-
field), ale nawigzuja do nieuzywanego juz od wielu lat sposobu rejestracji widm, przez co s3
niezrozumiate dla oséb niezorientowanych w fizycznych podstawach NMR. Moim zdaniem

lepiej jest postugiwac sie okresleniami ,,duze/mate wartosci przesunie¢ chemicznych”.



.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, zostata prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana. Zawiera wiele elementdw nowosci naukowej, wnosi oryginalny
wktad do wiedzy o strukturze LPS-6w i polisacharydéw O-swoistych wyizolowanych
ze szczepow A. hydrophila JCM3968 i A. veronii bv. sobria K557 oraz o ich potencjalnym
wykorzystaniu w produkcji szczepionek. Doktorantka wykazata sie rozlegta znajomoscia
piSmiennictwa, ktdore jest prawidtowo wykorzystane. Sprawnie postuguje sie technikami
separacyjnymi i spektroskopowymi, jako narzedziami niezbednymi do wyizolowania LPS-6w,
otrzymania polisacharydéw O-swoistych, a nastepnie okreslenia ich struktury chemiczne;j.

Ponadto wykorzystuje szereg metod do immunochemicznej charakterystyki badanych LPS-6w.

Reasumujgc, przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia ustawowe kryteria
stawiane pracom doktorskim (Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z pdzniejszymi
zmianami). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie

mgr Katarzyny Marceliny Dworaczek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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