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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Marceliny f}woraczek

pt. ,,Strukturalna i immunochemiczna clłarakterystyka polisachalydów O-swoisĘch

Aeromonas sp. serogrupy 06"

Rozprawa doktorska mgr K.M. Dworaczek zostaŁa wykonana w Katedrzę Genetyki i

Mikrobiologii w Instyfucie Nauk Biologicznyclr Uniwersytetu Marii Curie-Skłodowskiej w

Lublirrię pod opieką dr hab. Anny Turskiej-Szewczuk, prof. UMCS jako Promotora.

Obięktem badań recenzowitllej pracy doktorskiej są pałeczki Gram-ujemne z roózaja

Aeromon.as zyjącę w środowisku naturalnym w wodaclr słodkich i słonych oraz w glebie.

Wśród nich wyróżria się mezofilrre bakterie ruclrliwe, zdolne do wzrostu w temperahtrze 35-

37oC, a także psychrofilne formy nieruchliwe, preferujące niższą temperaturę do rozwoju 22-

25oC. Obecna klasyfikacja rodzaju Aeromonas" uwzględniającawyrriki baclan genetycmych i

molekularnych, obejrnuje 36 gatunków. Wśród nich są gatunki rvywofujące zakńenia ryb

hodowlanych orazludzi. Wyróżria się 3 Ępy infekcji ryb: MAt (Motile Aeromonas Infection)

ze zmianwni na płetwach i skórze, MAS (Motile Aeramanas Septicaemia) - posocznicę

krwotoczilą i uryzodzienicę (chorobę wrzodową). U ludzi doclrodzi do zakażenia po spoĄciu

skażonej wody lub zakażonych ryb czy skorupiaków, bądź produktów pochodzenia

zwierzęcego. Zakażenia u lrrdzi mają miejsce u osób starszych, u osób z obniżoną

odpornością orazmałyclr dzieci i obejrnują infekcae ran, tkanki łącznej, układu pokarmowego,

prowadzą też do uszkodzenia dróg żołciowych oraz wąkoby, u także baktęriemii. Do

czynników warunkujących chorobotwórczość pałeczek Aeramonas, jak wszrystkich bakterii

Gram-ujemnych, zaliczarny lipopolisacharyd (LPS, endotoksynę). Wszystkie trzy regiony

LPS - lipid A, region rdzeniowy i część O-swoista (OPS, antygen O) bvłv już badane u

wybranych szczepów Aeromonas sp, Zrożnisowanie części O-swoistej LPS Ęclr pałeczek



stanowi podstawę ich klasyfikacji an§genowej. Obecnie schemat tej klasyfikacji obejmuje 97

sęrogrup ustalonych na podstawie badań Sakazaki i Shinrady oraa Thomasa i
wspołpracowników oraz tzw. Ęmczasowych grup serologicmych (TGO, Provisional Groups)

opartych na nónńcowaniu anĘgenu O szczepów Aeromo,ł?o§ §p. izolowanych od ryb
lrodowanyclr w Polsce. Ustalorro serogrupy doninujące tj. te, które obejmują szczepy

Aeromonas najczęściej izolowane w Polsce z przypadkow zakażń karpia z przebiegiem

MAI/T\4AS. Wśród tych serogup wymienia się 06, Szczepy zaliczanę do tej serogrupy staĘ

się obiektem badan mgr K.M. Dworaczek w doktoracie, których cęlem było ustalenie

struktury chemiczrej oraz badania immunochemiczre ich LPS. Przewiduje się, iż wyniki tych

badń zostaną wykorzystane do opracowarria szczepionki przeciwko bakteriom Aeromonas

wywołujących MAI/T\{AS wśród karpi hodowanych w Polsce, co będzie stanowiło

alternaĘwną do antybioĘkoterapii metodę ochrony ryb szczególnie w gospodarstwach

rybackich.

Cele szczegółowe rozprawy doktorskiej mgr K.M. Dworaczek objęĘ:

1) Badania immunochęmiczne i serologiczne LPS wyizolowanego zę szczępu

referencyjnego dla serogrupy 06 A. łtydrophila JCM 3968 otaz szczepu A. veroni bv.

sobria K557, izolafu od karpi.

2) Analizę clremicmą i strukturalnąposzczególnych regionów LPS tych bakterii.

3) Wskazanie antygenów (szczepów) jako potencjalnych składników szczepionki zdolnej

wywołac odpowiećtź protekcyjną u karpi w Polsce.

Wyniki ro?prawy doktorskiej mgr K.M. Dworaczek zostĄ opublikowane w dwóch

oryginalnych pracach naukowych i jednym artykule przeglądowym {rozdńałw monografii):

Publikacja I
I)woraczek Katarzyna, Kurzylewska Maria, Karaś Magdalena A., Janczarek Monika,

Pękala-Safińska Agnieszka, Turska-Szewczuk Anna. A unique sugar L-perosamine (4-amino-

4,Ó-dideoxy-L-mannose) is a compound building two O-chain polysaccharides in the

lipopolysaccharide of Aeromonas hydrophila strńnJCM 3968, serogroup Cr6. Marine Drugs,

2a|9, l7(5),254,DOI:10.3390/md7705a254.Impact Factor 20lr9: 4,a73; Punkty MNiSW
2019:100

Publikacja 2

Dworaczek Katarzyna, Drzewiecka Dominika, Pękala-Safińska Agnieszka, Turska_

Szewczuk Anna, Structural arrd serological strrdies of the O6-relatęd antigen of Aerołnonas



yeroniibv. sobria strain K557 isolated fram Cyprinus carpia on a Polish fish farm, which

contains L-perosamine (4-amino-4,ó-dideoxy-L-mannose), a unique sugar characteristic for

Aeromonas serogToup 06.MarineDrugs,2019, l7(7),399,DOI: 10.3390/mdl70'70399.

Impact Factor 2019: 4,a73; Punkty MNiSW 2019:100

Publikacj a 3 - prac a przegl ądow alr azdziŃ w m ono grafi i

Dworaczek Katarzyna, Kurzylewska Mmia, Turska-Szewczuk Anna. Interpretacja widm

magneĘcznego rezonansu jądrowego polisacharydów bakteryjnych. Nauka i przemysł -

lu b e l s kie sp o tkan ia s tu den cki e . I SBN 97 8 -83 -22l -937 0 - 1. Wydawnictwo UMC S, Lublin,

2020. Punkty MNiSW 202a:20

Kopie tych publikacji zamięszczono w rozprawre zawierającej ponadto m.in..

rozdziaĘ: Streszczenie i Summar_v, Wstęp" Hipotezę i cel pracy, Omówienie wyników z

uwzględnieniem zastosowanych metod badawczych, Ęskusję, Podsumowanie i Wnioski,

Literafurę oraz w fornrie Aneksu CY doktorantl<t zwykazem dorobku , atakżę Oświadczenie

współautorów prac, zWszcze9ólnieniem ich udziału w publikacjach.

We Wstępie Doktorantka przedstawiła krótko char-akterys§kę pałeczekAeromonas, w

Ęm wyniki badań gene§cnych i nrolekulanryclr na których obecnię opiera się ich
klasyfikacja, zagadnieni a zw.tązane z chorobotwórczością tych bakterii u ryb i człowieka oraz

szerzej budowę ich lipopolisacharydu i podstawy klasyfikacji opafiej o zróżnicowanię

antygenu O, a takżę wskazała na immunoprofilakĘrkę, jako alternaĘwne postępowanie

poavalające cbronić ryby przed zakazeniern . Szerzą opisała wyniki badan chemicznych i ich

interpretację,w szczęgólności uzyskane za pomocą analizy GC-MS, MALDI-TOF i NMR, Ta

oPisowa częŚĆ raąfa\ły, ma złłarĘ charakter i starrowi podsumowanie i uzupełnienie

informacji zawaltych w opublikowanych pracach składających się na doktorat.

Publikując wyniki badń, w Ęm w dwóch wysoko notowanych czasopismach o

zasięgu międzynarodowym, Doktorantka uzyskała już pozyfywną ocenę swojej pracy. Pragnę

podkreślić, iZ otrrymanę ptzęz nią dane zfiacząco wzbogacają naszą wiedzę o LPS pałeczek

Aeromonas. Doktorantka ze współpracownikami wylcyła 4-amino-4,6-dideoksy-L-mannozę

Q-RnąpaNAc; N-acetyl-L-perosamina) cukier dotychczas niezidentyfikowany jako składnik

antygenów O bakterii. Cukier ten fworzy jeden z dwóch OPS ,4. hydrophita JCM 3968 i
A. veronibv. sobria K557 [homopolimer ---+2)-a-L-Rhąp4NAc-(1+]. Sldadnik ten występuję

tairżę w druginr OPS tych pałeczek, w A. veroni bv. sohria K557 jako jedyrry cukier

trisacharydowej podjednostki O-swoistej LPS [-+2)-u-L-Rhap4NAc-(i+3)-u-L-Rhąp4NAc-
(1-+3)-o-L-Rhap4NAc-(1--+], aw A. hydrophila JCM 3968 w podjednostce O-swoistej dwie



resźy NAc-perozaminy sąprzedzielone resztą D-GalNAc [---+3)-a-L-Rhap4NAc-(1---+4)-u-D-

GaĘNAc-(l-+3)-u-L-Rhąp4NAc-(1---+], Biorąc pod uwagę te różnice w budowię jednego z

dwóch OPS fych bakterii, ęo znalazło wtaz w wynikach reakcji serologicznych badanych

LPS i surowic anty-O w układach hornologicmych i heterologicznyclr, serogrupę 06

Aeromonas podzielono na dwie podgrupy (immunotypy) O6a i O6b. Pierwszy z

wymienionych immunotypów reprezentuję sz§zep A. hydrophila ICM 3968, drugi zaś szczęp

A. hydrophila JCM396&.

Mgt K.M. Dworaczek badała nie Ęlko an§geny O ww. szczepów rodzaju Aeromonas,

ale również regiony rdzęniowę i lipid A z LPS tych bakterii. Wykazała, iż oligosacharydy

rdzeniowe A. hydrophila JCi|ld 3968 i A. veronibv. sabńa K557 stanowią dekasacharydy, ale

o rÓżnej strukturze, z dominującym udziałem heptoz i występowanięry1 reszty Kdo,

podstawionęj gnrpą fosforanową. W lipidzie A obu szczepów wytaryto bisfosforylowany

disacharyd glukozaminyloglukozaminowy, podstawiony 6 resztami kwasów tfuszczowych

(heksaacyl lipid A).

Pragnę zwrócić ulilagę na wykorzystanie w pracy doktorskiej przez mgl

K,M. Dworaczek zaawansowanych rnętod anallzy chemicmej lipopolisacharydów, Ich

zastosowanie wymagało dobrego przygotowanie teoreĘczrego Doktorantki, Ltóre też

potwierdziła, będąc pierwszą autorką pracy przeglądowej na temat interpretacji widm NMR
pol i sacharydów bakterii.

Mgr K.M. Dworaczek zręa7jzowałazńażonę cele pracy. Ęskusja własnych wyników

badań Doktorantki na tle danych z literatury zasługuje na wysoką o§ęnę. Zestawienie

literatury obejmuje najnowsze publikacje, które zostĄ zacytowane właściwie,

Na końcu rozprawy zamieszczono Oświadczęnia Doklorantki i pozostaĘch

współautorów prac juZ opublikowanych. Mgr K,M. Dworaczekmaprzewńający udziałw ich

przygotowaniu tj. w sformułowaniu koncepcji badń, realizacji części praktyczrej,

interpretacji uzyskarrych wyników i opracowarriu manushryptów do publikacji. Jej

procentowy udziń przedstawia się następuj ąco 67Yo, 65% i 90% odpowiednio w publikacjach

1,2 i 3 wyżej wymienionych w recenzji, Oświadczenie Doktorantki koresponduje z

oŚwiadczeniami współautorek publikacji, które teź szczegółowo przedstawiają swoją część

pracy oraz udziŃy procentowe.

Uwagi:

1) W rozprawie przedstawiono nie Ęlko wyniki badan polisacharydów O-swoistych

Aeromanas sp., ale także regionu rdzeniowego i lipidu A ich LPS. W §rtule pracy



o tym nie wspomniano. Nadmieniąm,. iż na stranie 16 dysertacji w cęlach

szczegołowych wymieniono jako zadania badawcze analizy tych regionów LPS.

Nie wspomniano o uzyskanych wynikach badan Ęch części LPS w rozdzialę
podsumowanie i wnioski.

2) Na shonie 33 rozprawy Doktorantka Autorka wypowiedziała się odnośnie do

składu szczepionki przęzflaczonej do ochrony karpia w Polsce przed zakażęńarrń

pałeczkami Aeromonas. Chciałbym zapytaó, czy w prrygotowaniu takiei

szczepionki nie powinno uwdędnić wyników badan teź innych niż LPS,

powierzclrrriowych elementów tych bakterii, jako potencjalnych antygenów

protekcyjnych.

Mgr K.M. Dworaczek jest wspołautorką 7 publikacji oryginalnych. W tym 2

składąących się na rozprawę doktorską (wsztrstkie opublikowane w czasopismach zIF) araz

1 artykułu przeglądowego, a tŃżę 4 rozdńńów w monografiach naŃowych, w tym jednego,

który został umieszczony w rozprawie. Jest tez współautorką 7 doniesień na konferencjach

nriędzynarodowycłr oraz 14 krajowych. Doktorarrtka ma udziały w zespołowych naŃowych

projektach badawczych finansowłrych ze zródęł zerłnęfuznyc}r oraz realizowała 4 granty

indywidualne finansowane z funduszy badawczych UMCS w Lublinie. Otrzymała nagrodę i
wyrożrienię za donięsienia naukowe na konferencjach oraz sĘpendium Prezydenta Miasta

Lublina" Warta podkreślenie jest tłż jej działalność popularyzatorska i promocyjna

macierzystej uczelni. W latach 201ó-201S reprezentowała doktorantów w Radzię Wydziału

Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie. Pracowała tez w Wojewódzkiej Stacji Sanitarno-

Epidemiologicznej w Lublinie, biorąc udńałw dńŃańactl diagnos§cmych SARS-CovZ.

Stwięrdzam. tZ przedstawiona mi do recenzji praca mgr Katar4.łry Marceliny

Dworaczek pt. ,,Stnrkturalna i immunochemicma charakteryĘka polisacharydów O-

swois§ch Aeromonas sp. serogrupy 06" spełnia wymogl stawiane rozprawom na stopień

narrkowy doktora w dziedzinie nauk ścis§ch i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki

biologiczne i zwracam się do Wysokiej Rady Naukowej Ins§ltutu Nauk Biologicznych

Uniwersytefu Marii Curie-Skłodowskiej w Lublinie z lprze}mą prośbą o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapów przewodu doli:torskiego. Wnoszę też o wyńżrienie rozprawy

doktorskiej. Uważam, jżręcenzowana praca jest wyrózniającą się, zacTqprzemawia ptzede

wszystkim fakt opublikowaniajuż dużej części jej wyników

/) / o'u'rr, hL"


