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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt.: ,Charakterystyka skiladnikow lipidowych i analiza
wrazliwosci Legionella gormanii na apolipoforyne lll Galleria mellonella”
wykonanej przez mgr Elzbiete Chmiel w Instytucie Nauk Biologicznych UMCS

pod kierunkiem dr hab. Marty Palusinskiej-Szysz, prof. UMCS

Podstawe formalng realizacji recenzji stanowi pismo Pani Dyrektor Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej, prof. dr hab. Anny Jarosz-Wilkotazkiej (z dnia 27.04.2023) oraz
rozprawa doktorska mgr Elzbiety Chmiel.

Podstawe prawng stanowi Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, art. 13.1 z pdézn. zm.) oraz Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668 z p6zn. zmianami).

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt.: ,Charakterystyka skfadnikéw
lipidowych i analiza wrazliwo$ci Legionella gormanii na apolipoforyne Il Galleria
mellonella” stanowi spojny tematycznie cykl czterech publikacji, w tym trzech
oryginalnych prac tworczych i jednej pracy przegladowej, opublikowanych w latach 2014-
2023 w recenzowanych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym
posiadajgcych indeks wptywu IF i znajdujgcych sie w czeséci A wykazu czasopism
Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN). Sa to nastepujgce pozycje:

1. Chmiel, E., Palusinska-Szysz, M., Zdybicka-Barabas, A., Cytryriska, M., Mak, P.

(2014). The effect of Galleria mellonella hemolymph polypeptides on
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Legionella gormanii. Acta Biochim. Pol., 61(1); 123-127. (40 pkt. MEIN, IF 1,15)

2. Kowalczyk, B., Chmiel, E., Palusinska-Szysz, M. (2021). The role of lipids in
Legionella-host interaction. Int. J. Mol. Sci., 2;22(3); 1487. doi:
10.3390/ijms22031487. (140 pkt. MEIN, IF 5,54)

3. Chmiel, E., Galuska, C.E., Koper, P., Kowalczyk, B., Urbanik-Sypniewska,
T., Palusinska-Szysz, M., Fuchs, B. (2022). Unusual lipid components of
Legionella  gormanii membranes. Metabolites, 6;12(5); 418. doi:
10.3390/metabo12050418. (100 pkt. MEIN, IF 5,58)

4. Pastuszak, K., Chmiel, E., Kowalczyk, B., Tarasiuk, J., Jurak, M., Palusinska-
Szysz, M. (2023). Physicochemical characteristics of model membranes
composed of Legionella gormanii lipids. Membranes, 13(3); 356. doi.
10.3390/membranes13030356. (100 pkt. MEIN, IF 4,56)

Suma punktéw MEIN za wymienione publikacje wchodzgce w skiad
osiggniecia naukowego, wedtug komunikatu MEIN obowiazujgcego w roku wydania prac
wynosi 380, a ich sumaryczny Impact Factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR)
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 16,83. W dwoch pracach tworzacych cykl
Doktorantka jest pierwszym autorem w pozostatych jest drugim autorem publikaciji, z
przykroécig zauwazam, ze w zadnej z prac Pani mgr Chmiel nie petnita roli autora
korespondencyjnego.

Przestana do recenzji dysertacja skfada sie z 12 rozdziatéw, zawierajgcych oprocz
kopii opublikowanych prac 49 stronicowy maszynopis. Uktad pracy jest typowy dla
opracowan o charakterze eksperymentalnym. Obejmuje cze$¢ teoretyczng zawierajaca:
Streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim, Wstep, bedacy uzasadnieniem
wyboru tematu pracy, w ktérym zawarto podstawy naukowe i przedstawiona w ramach
rozprawy tematyka badawcza, Hipoteza i cel pracy, a takze Omoéwienie wynikéw z
uwzglednieniem metod badawczych z podziatem na poszczegéine artykuty wchodzace
w sktad cyklu. Nastepnie Autorka przedstawita Dyskusje uzyskanych wynikow w $wietle
najnowszej literatury $wiatowej, Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografie obejmujgca
27 pozycji, a takze Oswiadczenia wspotautorow o udziale w opracowaniu publikacji

oraz Naukowe Curiculum vitae. Z oswiadczen wspoétautorow publikacji wynika, ze
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Doktorantka brata udziat w doborze wtasciwych metod do realizacji celu badan,
wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu wynikdbw i ich interpretacji,

przygotowywaniu i redagowaniu manuskryptow.

Podsumowujac, stwierdzam ze pod wzgledem formalnym w $wietle aktualnych przepiséw

prawa praca spetnia wymogi stawiane pracy doktorskiej.

Ocena wyboru tematu i zakresu pracy

Bakterie z rodzaj Legionella spp to wyjatkowa grupa mikroorganizméw o
niezwyktych cechach adaptacyjnych pozwalajgcych im na zasiedlanie réznych srodowisk
wodnych od tych naturalnych, az po sztuczne stworzone przez cziowieka. Zmiany
cywilizacyjne zwigzane z urbanizacjg i industrializacja stworzyly warunki, w ktérych
systemy zaopatrywania w wode coraz czesciej stajg sie zrodtem powaznych problemow
zdrowotnych. To wtadnie w instalacjach wody cieptej oraz rdéznego rodzaju urzgdzeniach
zwigzanych z wytwarzaniem wody i aerozoléw bakterie Legionella spp znalazty dogodne
warunki do namnazania. W normalnych warunkach nie stanowig zagrozenia dla zdrowia
ludzi jednak gdy znajdg odpowiednie nisze staja sie niebezpieczne najczesciej zakazajgc
na drodze inhalacyjnej. Najlepiej opisanym gatunkiem tego rodzaju odpowiedzialnym za
szereg objawéw ze strony ukfadu oddechowego jest L. pneumophila. Niezaleznie od
opisanych powyzej cech bakterie nalezgce do rodzaju Legionella sg zdolne do tworzenia
biofilmu oraz przechodzenia w stan u$pienia tzw. stadium VBNC (ang. viable but
nonculturable) co w samo w sobie powoduje, Zze moga one stanowi¢ powazne zagrozenie
w funkcjonowaniu zaréwno instytucji publicznych, jak i zaktadéw przemystowych. Dane
literaturowe pokazujg, ze sktad jakosciowy i ilosciowy lipidéw komodrkowych moze byé
rowniez powigzany z wystepowaniem roznych cech fenotypowych mikroorganizméw.
Wskazuje to na istotng role lipidomu w adaptacji komérek mikroorganizméow do
zmieniajgcych sie¢ warunkéw zycia i w wystepowaniu zjawiska opornosci na
antybiotyki. W ten obszar badan, z zakresu szybko rozwijajgcej sie mikrobiologii oraz
metabolomiki wpisuje si¢ oceniana dysertacja. Problem ten jest umiejscowiony w naukach

scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne i moze byé podstawa

Strona3z9

”r



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinle

opracowania dysertacji na stopien naukowy doktora.

Merytoryczna ocena pracy

Tytut rozprawy jest zgodny z jej trescia.

W rozdziale pierwszym Doktorantka zawarta wykaz publikacji wchodzacych w skiad
rozprawy doktorskiej, uwzgledniajgc punkty wg listy MEIN oraz sumaryczny Impact
Factor wg listy JCR.

Rozdziat drugi dysertacji to Wykaz skrotow, kiory uwazam za bardzo potrzebny i dobrze,
ze Doktorantka uwzglednita ten element w swojej pracy.

Rozdziat trzeci i czwarty pracy to streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktoére
obejmujg krotkie wprowadzenie, omdwienie celu pracy i poszczegolnych jej etapéw oraz
charakterystyke najwazniejszych wynikow.

W rozdziale pigtym zatytutowanym Wstep Autorka dokonata przegladu aktualnej literatury
tematu zwigzane] z problematyka podjeta w pracy. Doktorantka opisata i
scharakteryzowata zaréwno gatunek bakterii na ktérym pracowata jak i budowe oraz
charakterystyke lipidow $ciany komérkowej rodzaju Legionella. Na uwage zastuguje fakt
ze Doktorantka potraktowata te cze$é pracy holistycznie nie ograniczajac sie jedynie do
aspektow lipidomicznych, ale uwzgledniajgc réwniez kontekst kodowania genetycznego
oraz opis kluczowych szlakébw metabolicznych odpowiedzialnych za synteze
poszczegolnych sktadnikéw bton biologicznych bakterii z rodzaju Legionella. Czytajac te
czes¢ dysertacji Recenzent zapoznaje sie nie tylko z informacjami naukowymi
pochodzacymi z prac przegladowych ale réwniez z wynikami badan dotychczasowych
eksperymentéw. Wiedza na temat bakterii z rodzaju Legionella podawana jest w uktadzie
ilosciowym i jako$ciowym. Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze dokonany przeglad
literatury $wiadczy o przemyslanym podejéciu Autorki do podjetej tematyki i uzasadnia
wybodr tematu pracy.

W rozdziale széstym dysertacji Autorka przedstawita wybrany do rozwigzania problem
naukowy w formie jasno opisanej hipotezy badawczej, ktéra stwierdza ze , sktad |
struktura lipidow btonowych wptywa na fizyko-chemiczne wiasciwosci L. gormanii i

determinuje oddziatywanie z  apolipoforyng III”. Do tak postawionego problemu
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badawczego Doktorantka w sposob prawidtowy stawia 3 podstawowe cele badawcze,
ktére zostaly uzupetnione o informacje dotyczace wymagan stawianych pracom
doktorskim przez RDN a zwigzanych z uzupetnieniem luki w wiedzy zwigzanej z tematem
dysertaciji.

Uwagi, jakie mi sie nasunety w trakcie zapoznawania sie z celami i hipotezami rozprawy
doktorskiej:

1. Opisujgc cele Doktorantka zawezita je do trzech podstawowych wynikajacych
bezposrednio z prac eksperymentalnych pomijajgc prace przegladows, ktéra
bardzo dobrze koresponduje z calym cyklem i jednocze$nie wnosi dodatkowa
wiedze, ktdra zostata wykorzystana przez Autorke we wstepie (5.2.3. Znaczenie
sktadnikéw lipidowych Legionella w oddziatywaniu z komérkami gospodarza)
dlatego zasadne wydaje sie uzupetnienie celéw w tym zakresie.

2. Niezwykle interesujgca w ocenie recenzenta jest informacja zawarta w czeéci
uzupetniajgcej gtowne cele pracy a méwigca o cyt. ... poszerzenie stanu wiedzy o
identyfikacje potencjalnych celow terapeutycznych w zakazeniach
wywotywanych  przez Legionella’. Recenzent prositby o rozwiniecie tego
zagadnienia poza tym co zostato krotko stwierdzone na stronie 35 a dotyczy

sfingolipidow ?

W rozdziale Omowienie wynikdéw z uwzglednieniem uzytych metod badawczych,
Autorka przedstawita wybrane wyniki oraz metody zawarte w poszczegdinych
publikacjach eksperymentalnych. Ogolnie 2 (p.3 i 4) z 3 publikacji zamieszczonych w tym
rozdziale to bardzo dobrze przygotowane prace wpisujgce sie w dziedzine nauki jaka jest
lipidomika. Ostatnia praca (p.1) to ciekawy przyktad badan modelowych, w ktérych uzyto
homologu ludzkiej apolipoproteiny E. W publikacji 3 Doktorantka stosujac analize
celowang oraz analize skupiong jako strategie badawcze typowe dla lipidomiki dokonata
szczegotowej charakterystyki jakosciowej i iloSciowej lipidow budujgcych zewnetrzng i
wewnetrzng membrane bakterii L. gormanii. Dodatkowo badania lipidomiczne pozwolity
na okreslenie szlakow metabolicznych syntezy fosfatydylocholiny w komérkach badanych
bakterii. W tej samej pracy Autorka wykazata réznice w sktadzie lipidéw budujacych btony

bakterii L. gormanii hodowanych na podiozu z egzogenna choling oraz bez tego
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skfadnika. Na podkreslenie zastuguje ta czes$¢ pracy, ktéra dotyczy anotacji genow
kodujacych funkcjonalne enzymy zaangazowane w synteze ceramidéw zaréwno w
genomie L. gormanii jak i L. pneumophila. W ocenie recenzenta stanowi to
komplementarne ujecie tematyki badawczej, ktére nalezy w sposéb szczegolny docenic.
Doktorantka w omawianej pracy uzupetnia luke w wiedzy na temat sktadu lipidowego
membran komoérkowych badanych bakterii o informacje, ktéra po raz pierwszy pojawia sie
w literaturze przedmiotu, a dotyczy wspomnianych ceramidéw, ktérych dotychczas nie
wykryto w btonach komérkowych tego gatunku. Chociaz jako Recenzent nie czuje sie
uprawniony do oceny publikacji poddanych juz uprzednio procesowi recenzji w
czasopismach o wysokiej renomie, to czytajgc powyzszg prace nasuneto mi sie pytanie
dotyczace analizy statystycznej.

Pytanie: Bardzo prosze o wyjasnienie celowosci wykorzystania wspétczynnika korelacji
Spearmna w analizie statystycznej omawianej pracy? Pytanie wynika z tego, ze w
klasycznych analizach jedno i wielowymiarowych stosowanych w lipidomice analiza ta nie
wystepuije.

W publikacji 4 Doktorantka analizowata wiasciwosci fizyko-chemiczne monowarstw
utworzonych z fosfolipidéw wyekstrahowanych z bakterii L. gormanii hodowanych z
dodatkiem oraz bez dodatku egzogennej choliny. W ocenie Recenzenta praca zostata
zaplanowana w sposob niezwykle skrupulatny, a techniki badawcze adekwatnie dobrano
dla realizacji okreslonego celu i zakresu dzieki temu pozwolity na uzyskanie bardzo
wartosciowych wynikéw. Na szczegdlng uwage i pochwate pracy Doktorantki zastuguje
bardzo trudna i diugotrwata analiza monowarstw technika Langmuira sprzezone] z
modutem do pomiaru potencjatu powierzchniowego oraz mikroskopig kata Brewstera.
W podsumowaniu tej pracy nalezy podkresli¢, ze dzieki zastosowanemu podejéciu
wykazano, iz monowarstwy utworzone =z lipidow wyizolowanych z L. gormanii
hodowanej na podtozu z egzogenng choling byly bardziej jednorodne niz
monowarstwy utworzone z lipidow bakterii hodowanych bez dodatku egzogenne;
choliny. A co za tym idzie wykazywaly réwniez mniejszg elastyczno$é od monowarstw
utworzonych z lipidow wyekstrahowanych z bakterii hodowanych na podtozu bez dodatku
choliny.
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W ostatniej pracy eksperymentalnej (p. 1) Doktorantka skupita sie na okresleniu
dziatania ekstraktu z hemolimfy ggsienic Galleria mellonella oraz wyizolowanego z niej
biatka apolipoforyny Il (apoLp-IIl) na bakterie L. gormanii. Podejscie to jako modelowe ma
swoje uzasadnienie przede wszystkim z tego powodu, ze apolipoforyna Il jest
homologiem ludzkiej apolipoproteiny E, ktdra wigze LPS L. pneumophila powodujac
zmiane struktury powierzchni bakterii co moze ostabi¢ zdolno$¢ wnikania pateczek do
makrofagow. W kontekscie tego stwierdzenia Recenzent docenia siegniecie przez
Doktorantke po mikroskopie sit atomowych (AFM) jako podstawowg metode badawczg
pokazujacg zmiany powierzchni bakterii pod wptywem dziatania badanych czynnikéw. W
przywotanej pracy mgr E. Chmiel wykazata, ze komérki L. gormanii hodowane na
podtozu z choling odznaczaty sie wigkszg wrazliwoscia na apolLp-lll w pordéwnaniu
do bakterii hodowanych bez dodatku choliny. Zwigzane to byto ze zmiang zawartosci
fosfolipidow, ktéra wplywa na zmiane wiasciwosci fizyko-chemicznych ~ komoérek L.
gormanii.

Kolejny rozdziat dysertacji to Dyskusja, ktéra ma charakter przyczynowo-skutkowy
w odniesieniu do uzyskanych wynikéw. Doktorantka w sposob wyczerpujacy i z duzym
znawstwem problemu, swobodnie konfrontuje wyniki witasnych badan z doniesieniami
innych autoréw. Nalezy podkresli¢ duzy obiektywizm w przytaczaniu argumentéw za i
przeciw wiasnym ustaleniom oraz konsekwencje w dociekaniu przyczyn obserwowanych
Zmian.

Kolejng czes¢ pracy stanowi rozdziat Podsumowanie i wnioski, w  ktérym
Doktorantka sformutowata wniosek podsumowuijgcy catoksztatt realizowanych w ramach
rozprawy doktorskiej badan i sze$¢ wnioskdéw wynikajacych z uzyskanych w trakcie
badann danych. Niemniej jednak w ocenie Recenzenta wnioski 1, 3 i 6 sg zbyt ogdInikowe
i powinny zosta¢ uszczeg6towione przez co konkluzja pracy bytaby jednoznaczna.
Jednoczesnie warto podkreslic, ze przedstawione wnioski potwierdzaja zaréwno
poznawczy charakter jak i rozwojowy potencjat przedstawionej do oceny dysertacii.

Bibliografia stanowigca rozdziat 10 rozprawy doktorskiej zawiera 27 pozycji, w
znakomitej wiekszosci anglojezycznych i w ponad potowie pochodzgcych z ostatnich 10
lat. Bibliografia jest przygotowana bardzo starannie, z duzg troskg o szczegéty. Wszystkie

nazwy czasopism podane zostaty wedtug tego samego klucza. Nie znalaztem Zadnych
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uchybien w tym rozdziale.
Zawarte w cyklu prace sg juz opublikowane i poddane recenzjom, ja rowniez oceniam je
bardzo wysoko. To stwierdzenie pozwala jednocze$nie Recenzentowi poprosic¢
Doktorantke o rozwazenie nastepujgcych zagadnien podczas dyskusji:
1. Bardzo prosze o ocene przydatnosci metody FAME (ang. fatty acid methyl
esther) w typowaniu mikroorganizmoéw w kontekscie selektywnosci i standaryzacji
metody ?
2. Nawigzujgc do pytania 1 prosze o wyjasnienie dlaczego w dwoch pracach cyklu
pracowata Pani na szczepie ATCC 33297 a w jednej na szczepie NCTC 11401 ?
3. Prosze rozwing¢ problem znaczenia skftadu lipidéw biony komorkowej w

kontekécie antybiotykoodpornosci u bakterii ?

Podsumowujgc, stwierdzam Zze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dowodzgc mozliwosci
wykorzystania wiedzy na temat skiadu i struktury lipidow btonowych jako
chemiotaksonomicznych  markeréw identyfikacji gatunku Legionella gormanii.
Sformutowana w rozprawie hipoteza badawcza zostata pozytywnie zweryfikowana.
Praca poszerza stan wiedzy w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne. Dysertacja zostata przygotowana bardzo starannie, z duzg dbatoscig

o strong naukows, jezykowa i edytorska.

Whniosek konncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Elzbiety Chmiel, pt.
»Charakterystyka sktadnikéw lipidowych i analiza wrazliwosci Legionella gormanii
na apolipoforyne lll Galleria mellonella” ma bardzo wysoka wartos¢ naukowa, a
przedstawione przez mnie bardzo drobne i nieliczne uwagi, nie umniejszaja jej
merytorycznej wartosci poznawczej oraz znaczenia podjetego problemu badawczego.
Uwazam, ze oceniana dysertacja spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
zawartym w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zmianami). Doktorantka wykazata wysoka

umiejetno$¢ prowadzenia badan naukowych, a takze opracowania i interpretacji, jak tez
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dyskusji otrzymanych wynikéw w oparciu o aktualne pi$miennictwo z zakresu podjetej
problematyki badawczej. Whnioskuje zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Biologicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej o przyjecie rozprawy doktorskiej i

dopuszczenie Pani mgr Elzbiety Chmiel do publicznej obrony oraz dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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