L.6dz, 31 sierpnia 2021 r.
Prof. dr hab. Antoni Rézalski
Katedra Biologii Bakterii
Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Marceliny Dworaczek
pt. ,,Strukturalna i immunochemiczna charakterystyka polisacharydéw O-swoistych
Aeromonas sp. serogrupy 06~

Rozprawa doktorska mgr K.M. Dworaczek zostata wykonana w Katedrze Genetyki i
Mikrobiologii w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie pod opieka dr hab. Anny Turskiej-Szewczuk, prof. UMCS jako Promotora.

Obiektem badan recenzowanej pracy doktorskiej sa pateczki Gram-ujemne z rodzaju
Aeromonas zyjace w srodowisku naturalnym w wodach stodkich i stonych oraz w glebie.
Wsrod nich wyrdznia si¢ mezofilne bakterie ruchliwe, zdolne do wzrostu w temperaturze 35-
37°C, a takze psychrofilne formy nieruchliwe, preferujace nizszg temperature do rozwoju 22-
25°C. Obecna klasyfikacja rodzaju 4eromonas, uwzgledniajaca wyniki badan genetycznych i
molekularnych, obejmuje 36 gatunkéw. Wsréd nich sa gatunki wywolujace zakazenia ryb
hodowlanych oraz ludzi. Wyréznia si¢ 3 typy infekeji ryb: MAI (Motile Aeromonas Infection)
ze zmianami na ptetwach i skoérze, MAS (Motile Aeromonas Septicaemia) — posocznice
krwotoczng 1 wrzodzienicg (chorobg wrzodowg). U ludzi dochodzi do zakazenia po spozyciu
skazonej wody lub zakazonych ryb czy skorupiakéw, badz produktéw pochodzenia
zwierzgcego. Zakazenia u ludzi maja miejsce u osob starszych, u o0s6b z obnizong
odpornoscig oraz matych dzieci 1 obejmuja infekcje ran, tkanki tacznej, uktadu pokarmowego,
prowadza tez do uszkodzenia drog zolciowych oraz watroby, a takze bakteriemii. Do
czynnikéw warunkujacych chorobotworczosé pateczek Aeromonas, jak wszystkich bakterii
Gram-ujemnych, zaliczamy lipopolisacharyd (LPS, endotoksyne). Wszystkie trzy regiony
LPS - lipid A, region rdzeniowy i cze$¢ O-swoista (OPS, antygen O) byly juz badane u

wybranych szczepow Aeromonas sp. Zréznicowanie czgsci O-swoistej LPS tych pateczek
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stanowi podstawg ich klasyfikacji antygenowej. Obecnie schemat tej klasyfikacji obejmuje 97
serogrup ustalonych na podstawie badan Sakazaki i Shimady oraz Thomasa i
wspotpracownikéw oraz tzw. tymczasowych grup serologicznych (TGO, Provisional Groups)
opartych na zréZm'cbwaniu antygenu O szczepow Aeromonas sp. izolowanych od ryb
hodowanych w Polsce. Ustalono serogrupy dominujace tj. te, ktére obejmuja szczepy
Aeromonas najczesciej izolowane w Polsce z przypadkéw zakazen karpia z przebiegiem
MAI/MAS. Wsrod tych serogrup wymienia si¢ O6. Szczepy zaliczone do tej serogrupy staly
si¢ obiektem badan mgr K.M. Dworaczek w doktoracie, ktorych celem byto ustalenie
struktury chemicznej oraz badania immunochemiczne ich LPS. Przewiduje sie, iz wyniki tych
badan zostang wykorzystane do opracowania szczepionki przeciwko bakteriom Aeromonas
wywolujacych MAI/MAS wsérod karpi hodowanych w Polsce, co bedzie stanowilo
alternatywna do antybiotykoterapii metod¢ ochrony ryb szczegélnie w gospodarstwach
rybackich.
Cele szczegotowe rozprawy doktorskiej mgr K. M. Dworaczek objely:

1) Badania immunochemiczne i serologiczne LPS wyizolowanego ze szczepu
referencyjnego dla serogrupy O6 A. hydrophila JCM 3968 oraz szczepu A. veroni bv.
sobria K557, izolatu od karpi.

2) Analizg chemiczna i strukturalng poszczegolnych regionéw LPS tych bakterii.

3) Wskazanie antygenow (szczepow) jako potencjalnych sktadnikéw szczepionki zdolne;

wywola¢ odpowiedz protekcyjng u karpi w Polsce.

Wyniki rozprawy doktorskiej mgr K. M. Dworaczek zostaly opublikowane w dwoch
oryginalnych pracach naukowych i jednym artykule przegladowym (rozdziat w monografii):

Publikacja 1
Dworaczek Katarzyna, Kurzylewska Maria, Karas Magdalena A, Janczarek Monika,

Pekala-Safinska 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 O6. Marine Drugs,
2019, 17(5), 254, DOI: 10.3390/md17050254. Impact Factor 2019: 4,073; Punkty MNiSW
2019:100

Publikacja 2

Dworaczek Katarzyna, Drzewiecka Dominika, Pekala-Safinska Agnieszka, Turska-

Szewczuk Anna. Structural and serological studies of the O6-related antigen of Aeromonas
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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 O6. Marine Drugs, 2019, 17(7), 399, DOI: 10.3390/md17070399.
Impact Factor 2019: 4,073; Punkty MNiSW 2019:100

Publikacja 3 - praca przegladowa/rozdzial w monografii

Dworaczek Katarzyna, Kurzylewska Maria, Turska-Szewczuk Anna. Interpretacja widm
magnetycznego rezonansu jadrowego polisacharydow bakteryjnych. Nauka i przemysi -
lubelskie spotkania studenckie. ISBN 978-83-227-9370-1. Wydawnictwo UMCS, Lublin,
2020. Punkty MNiSW 2020: 20

Kopie tych publikacji zamieszczono w rozprawie zawierajacej ponadto m.in..
rozdzialy: Streszczenie i Summary, Wstep, Hipoteze i cel pracy, Oméwienie wynikow z
uwzglednieniem zastosowanych metod badawczych, Dyskusje, Podsumowanie i Wnioski,
Literature oraz w formie Aneksu CV doktorantki z wykazem dorobku, a takze O$wiadczenie
wspotautoréw prac, z wyszczegolnieniem ich udziatu w publikacjach.

We Wstepie Doktorantka przedstawita krotko charakterystyke pateczek Aeromonas, w
tym wyniki badan genetycznych i molekularnych na ktorych obecnie opiera si¢ ich
klasyfikacja, zagadnienia zwigzane z chorobotworczo$cia tych bakterii u ryb i czlowieka oraz
szerze] budowe ich lipopolisacharydu i podstawy klasyfikacji opartej o zréznicowanie
antygenu O, a takze wskazala na immunoprofilaktyke, jako alternatywne postepowanie
pozwalajace chroni¢ ryby przed zakazeniem. Szerzej opisata wyniki badan chemicznych i ich
interpretacje, w szczegolnosci uzyskane za pomoca analizy GC-MS, MALDI-TOF i NMR. Ta
opisowa czg$¢ rozprawy, ma zwarty charakter i stanowi podsumowanie i uzupelnienie
informacji zawartych w opublikowanych pracach sktadajacych sie na doktorat.

Publikujagc wyniki badaf, w tym w dwoch wysoko notowanych czasopismach o
zasiggu migdzynarodowym, Doktorantka uzyskata juz pozytywna oceng swojej pracy. Pragne
podkresli¢, iz otrzymane przez nig dane znaczaco wzbogacaja nasza wiedze o LPS pateczek
Aeromonas. Doktorantka ze wspotpracownikami wykryla 4-amino-4,6-dideoksy-L-mannoze
(L-Rhap4NAc; N-acetyl-L-perosamina) cukier dotychczas niezidentyfikowany jako sktadnik
antygenéw O bakterii. Cukier ten tworzy jeden z dwoch OPS A. hydrophila JCM 3968 i
A. veroni bv. sobria K557 [homopolimer —2)-o-L-Rhap4NAc-(1—]. Sktadnik ten wystepuje
takze w drugim OPS tych paleczek, w A. veroni bv. sobria K557 jako jedyny cukier
trisacharydowej podjednostki O-swoistej LPS [—2)-o-L-Rhap4NAc-(1—3)-a-L-Rhap4NAc-
(1—=3)-0-L-Rhap4NAc-(1—], a w 4. hydrophila JCM 3968 w podjednostce O-swoistej dwie
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reszty NAc-perozaminy sg przedzielone reszta D-GalNAc [—3)-o-L-Rhap4NAc-(1—4)-a-D-
GalpNAc-(1—3)-a-L-Rhap4NAc-(1—]. Biorgc pod uwagg te réznice w budowie jednego z
dwoch OPS tych bakterii, co znalazto wyraz w wynikach reakcji serologicznych badanych
LPS 1 surowic anty-O w ukladach homologicznych i heterologicznych, serogrupe 06
Aeromonas podzielono na dwie podgrupy (immunotypy) O6a i O6b. Pierwszy z
wymienionych immunotypow reprezentuje szczep A. hydrophila JCM 3968, drugi zas$ szczep
A. hydrophila JCM 3968.

Mgr K. M. Dworaczek badala nie tylko antygeny O ww. szczepow rodzaju Aeromonas,
ale réwniez regiony rdzeniowe 1 lipid A z LPS tych bakterii. Wykazata, iz oligosacharydy
rdzeniowe A. hydrophila JCM 3968 1 A. veroni bv. sobria K557 stanowia dekasacharydy, ale
0 roznej strukturze, z dominujacym udzialem heptoz i wystepowaniem reszty Kdo,
podstawionej grupg fosforanowa. W lipidzie A obu szczepow wykryto bisfosforylowany
disacharyd glukozaminyloglukozaminowy, podstawiony 6 resztami kwaséw thiszczowych
(heksaacyl lipid A).

Pragng zwr6cié uwage na wykorzystanie w pracy doktorskiej przez mgr
K.M. Dworaczek zaawansowanych metod analizy chemicznej lipopolisacharydow. Ich
zastosowanie wymagato dobrego przygotowanie teoretycznego Doktorantki, ktore tez
potwierdzita, bedgc pierwsza autorka pracy przegladowej na temat interpretacji widm NMR
polisacharydéw bakterii.

Mgr K. M. Dworaczek zrealizowala zalozone cele pracy. Dyskusja wlasnych wynikow
badan Doktorantki na tle danych z literatury zastuguje na wysoka ocene. Zestawienie
literatury obejmuje najnowsze publikacje, ktore zostaly zacytowane wlasciwie.

Na koncu rozprawy zamieszczono Oswiadczenia Doktorantki i pozostalych
wspotautoréw prac juz opublikowanych. Mgr K. M. Dworaczek ma przewazajacy udziat w ich
przygotowaniu tj. w sformutowaniu koncepcji badan, realizacji czesci praktycznej,
interpretacji uzyskanych wynikéw 1 opracowaniu manuskryptéw do publikacji. Jej
procentowy udziat przedstawia si¢ nastgpujaco 67%, 65% i 90% odpowiednio w publikacjach
1, 2 1 3 wyzej wymienionych w recenzji. Os$wiadczenie Doktorantki koresponduje z
oswiadczeniami wspotautorek publikacji, ktore tez szczegotowo przedstawiaja swoja czesé

pracy oraz udzialy procentowe.

Uwagi:
1) W rozprawie przedstawiono nie tylko wyniki badan polisacharydéw O-swoistych
Aeromanas sp., ale takze regionu rdzeniowego i lipidu A ich LPS. W tytule pracy
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o tym nie wspomniano. Nadmieniam, iz na stronie 16 dysertacji w celach
szczeg6lowych wymieniono jako zadania badawcze analizy tych regionow LPS.
Nie wspomniano o uzyskanych wynikach badan tych czesci LPS w rozdziale
Podsumowanie i wnioski.

2) Na stronie 33 rozprawy Doktorantka Autorka wypowiedziala si¢ odnosnie do
sktadu szczepionki przeznaczonej do ochrony karpia w Polsce przed zakazeniami
paleczkami Aeromonas. Chcialbym zapytaé, czy w przygotowaniu takiej
szczepionki nie powinno uwzgledni¢ wynikow badan tez innych niz LPS,
powierzchniowych elementéw tych bakterii, jako potencjalnych antygendw

protekcyjnych.

Mgr KM. Dworaczek jest wspolautorka 7 publikacji oryginalnych. W tym 2
sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska (wszystkie opublikowane w czasopismach z IF) oraz
1 artykutu przegladowego, a takze 4 rozdziatow w monografiach naukowych, w tym jednego,
ktory zostal umieszczony w rozprawie. Jest tez wspotautorka 7 doniesien na konferencjach
migdzynarodowych oraz 14 krajowych. Doktorantka ma udziaty w zespolowych naukowych
projektach badawczych finansowanych ze zrodet zewngtrznych oraz realizowata 4 granty
indywidualne finansowane z funduszy badawczych UMCS w Lublinie. Otrzymata nagrode i
wyrdznienie za doniesienia naukowe na konferencjach oraz stypendium Prezydenta Miasta
Lublina. Warta podkreslenie jest tez jej dzialalnos¢ popularyzatorska i promocyjna
macierzystej uczelni. W latach 2016-2018 reprezentowala doktorantow w Radzie Wydzialu
Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie. Pracowala tez w Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-
Epidemiologicznej w Lublinie, biorac udzial w dziataniach diagnostycznych SARS-Cov2.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca mgr Katarzyny Marceliny
Dworaczek pt. ,Strukturalna i immunochemiczna charakterystyka polisacharydéw O-
swoistych Aeromonas sp. serogrupy O6” spelnia wymogi stawiane rozprawom na stopien
naukowy doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki
biologiczne i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie z uprzejma prosba o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnosze tez o wyréznienie rozprawy
doktorskiej. Uwazam, iz recenzowana praca jest wyrozniajaca sie, za czym przemawia przede

wszystkim fakt opublikowania juz duzej czescei jej wynikow.
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