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Rozprawa doktorska zostata przedstawiona w formie powigzanych tematycznie
artykutow wraz z opisem. Pierwsza czes¢ rozprawy omawia osiggniecie i sktada sie z kilku
rozdziatow typowych dla prac dyplomowych i sa to: streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wstep, hipoteza i cel pracy, opis metod, dyskusja, wnioski i podsumowanie oraz wykaz
literatury. Ta czes¢ rozprawy jest pod wzgledem edytorskim bardzo dobrze przygotowana.
W dalszej czesci znajdujg sie publikacje stanowigce podstawe dysertacji wraz
z oswiadczeniami wspétautoréw. Podstawg rozprawy doktorskiej sg trzy prace oryginalne
opublikowane w czasopismie z listy JCR oraz dwie prace przeglagdowe (jako rozdziaty
monografii) opublikowane w wydawnictwie UMCS Lublin. tgczny wspdtczynnik impact factor
tych prac to 8,975 a sumaryczna liczba punktow MNISW to 340 pkt. Wyniki badan
opublikowano w uznanym czasopismie Carbohydrate Research co swiadczy o tym, ze zostaty
juz one pozytywnie zweryfikowane przez innych specjalistéw z prezentowanej w badaniach

dyscyplinie. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, i co prawda nie



zostato zamieszczone w pracy oddzielne oswiadczenie o udziale Doktorantki w pracach, ale na
podstawie zamieszczonych o$wiadczen wspotautoréw prac wkiad Doktorantki mozna uznaé
za dominujacy. Cafa praca jest spojng dobrze udokumentowang catoscia.

We wstepie pracy Autorka skupia sie na ogdlnej charakterystyka bakterii z rodzaju
Aeromonas ich czynnikow chorobotwoérczosci i patogenezie chordb przez nie powodowanych.
Wazng czescig jest doktadna charakterystyka lipopolisacharydu tych bakterii wraz z opisem
regionu kodujacego antygen O i wykorzystania znajomosci sekwencji kodujacych region OGC
w molekularnym serotypowaniu tego gatunku drobnoustrojow. Ta czeéé pracy bardzo dobrze
wprowadza w tematyke prowadzonych badain. W tekécie podana jest informacja
o potencjalnym zastosowaniu lipopolisacharydu jako antygenu szczepionkowego lub
substancji adiuwantowej. Adiuwant powinien sie charakteryzowaé niskg toksycznoicia
i dotychczas zastosowane lipopolisachrydy jako adiuwanty ze wzgledu na swoja naturalng
budowe chemiczng lipidu A lub poprzez modyfikacje tej struktury sg mato toksyczne.
Z informacji zawartych na temat budowy lipidu A w tej czesci pracy wynika, ze ten LPS moze
posiadac dziafanie toksyczne. Prosze o informacje czy wiadomo jakq aktywnosé biologiczng
posiada lipid A bakterii rodzaju Aeromonas i czy ze wzgledu na tq toksyczno$¢ mozna go
rozpatrywac jako substancje adiuwantowg?

Wigcej informacji teoretycznych Autorka zawarta w dwéch rozdziatach monografii
gdzie mozna znaleZ¢ informacje dotyczace molekularnego serotypowania bakterii z rodzaju
Aeromonas oraz przeglad dotychczasowych danych na temat badart immunochemicznych
lipopolisacharydu Aeromonas i ich zastosowan w immunoprofilaktyce zakazed u ryb.
W tekstach tych przedstawiony jest schemat postepowania, facznie z opisang metodyka badari
W oparciu o prace prowadzone w innych osrodkach naukowych jak i prace wiasne z udziatem
Doktorantki. Hipoteza i cel pracy sg bardzo jasno sformutowane.

W  swojej pracy doktorskiej mgr Maria Kurzylewska-Kubaczyiiska zajeta sie
problematyka profilaktyki zakazeri u ryb bakteriami z rodzaju Aeromonas. Bakterie rodzaju
Aeromonags sg Gram-ujemnymi pateczkami zasiedlajagcymi gtéwnie $rodowisko wodne ale
izolowane s3 rowniez z gleby i produktéw zywnosciowych. Ze wzgledu na liczne czynniki
chorobotworczosci moga by¢ patogenami ryb, ptazow gadéw i zwierzat statocieplnych. U ludzi
do zakazenie dochodzi przez skazong tymi drobnoustrojami wode, a gtéwnym patogenem
cztowieka jest Aeromonas hydrophila. Niewatpliwie jednym z istotnych czynnikéw

chorobotwérezosci  jest lipopolisacharyd, a znajomos$¢ struktury jego O antygenu znajduje



réwniez zastosowanie w serotypowaniu tego rodzaju, dociekaniach epidemiologicznych oraz
immunoprofilaktyce. W tym waznym wiasnie nurcie badar jest prezentowana rozprawa
doktorska.

Gtownym celem rozprawy doktorskiej byly badania polisacharydéw O -swoistych
wybranych trzech szczepéw Aeromonas nalezgcych do serogrupy PGO1, znaczacej
w patogenezie posocznicy krwotocznej MAS i infekcji MAI u ryb w gospodarstwach
hodowlanych. Cel ten realizowany byt poprzez okreslenie budowy antygenéw O badanych
szczepow, ich badania immunochemiczne, poznanie organizacji regionu OGC kodujacego
informacje o syntezie polisacharydu O-swoistego oraz zaproponowanie w oparciu o uzyskane
wyniki sktadu antygenu szczepionkowego dla serogrupy PGO1.

Jak wspomniano do doswiadczert w pracy wybrano szczepy nalezgce do istotnej
serogrupy w patogenezie chorob ryb hodowlanych. W tresci pracy znajduje sie informacja iz
poza t3 serogrupg réwnie czesto izolowane sg szczepy nalezgce do 8 innych serogrup
izolowanych z hodowli karpii i pstragéw w Polsce. Czy drobnoustroje te poza rézng strukturg
antygenu O rozZnity sie tez wirulencjq? Jakie byto kryterium wyboru do badari serogrupy PGO1?

Metody zastosowane w pracy sg dobrze dobrane i pozwalajg na osiggniecie stawianych
celow w pracy. Obejmujg one metody zwigzane z izolacjg lipopolisacharydéw i ich czesci
O-swoistej, badan immunologicznych obejmujacych testy immunoenzymatyczne takie jak:
ELISA i technike Western blot. Analizy chemiczne i strukturalne O-PS oparte byly miedzy
innymi na spektrometrii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas (GC-MS), technika
spektroskopii *H i *C NMR, waznym etapem badan byta analiza regionu kodujacego synteze
antygenu O.

Lipopolisacharydy izolowano z trzech szczepéw bakteryjnych : A popoffii A4, A. sobria
K928 i A. hydrophila Pt679. W opisie metody otrzymywania lipopolisacharydéw badanych
szczepOw Aeromonas podana zostata informacja, ze przed izolacjg LPS metoda fenolowo-
wodng zawiesinge poddano dziataniu enzymdéw w celu eliminacji kwaséw nukleinowych
i biatek. Taka procedura opisana jest nie w kazdej z prac wchodzacych w osiagniecie. Czy
w pozostafych przypadkach ten etap pominieto, czy tez w kazdym przypadku metoda byta taka
sama? Prosze rowniez o informacje dlaczego trawienie majgce na celu oczyszczenie preparatu
LPS z kwasdw nukleinowych i biafek przeprowadzono przed jego izolacjq a nie po i jakie zalety

ma taka procedura.



Otrzymane produkty analizowane byly z zastosowaniem wspomnianych juz technik
analitycznych i pozwolity na ustalenie ich struktury chemicznej. Antygeny O badanych
szczepow s3 zblizonej budowy, wszystkie s3 zbudowane z pentasacharydow o rozgatezionej
strukturze. Podobienstwo dotyczy trzech reszt L-ramnozy i amino-6-deoksyheksozy. Réznice
pomiedzy polisacharydami badanych szczepéw dotyczg podstawnikéw terminalnej reszty
3-amino-D-fukozy oraz pozycji glikozylacji dwupodstawionej ramnozy przez 3-amino-3,6-
dideoksygalaktoze (a-D-Fuc3N) przy C-2 lub C-3.

W dalszej czesci pracy zastosowano badania immunologiczne w celu okreslenia
wspolnych epitopéw determinujgcych swoistos¢ serologiczng badanych polisacharydéw
O-swoistych. Badania te wykonano z zastosowaniem poliklonalnych kréliczych surowic
odpornosciowych otrzymanych przeciwko szczepom badanym oraz surowicy referencyjne;j
skierowanej swoiscie przeciw serogrupie do ktdrej te szczepy zostaty zaklasyfikowane.

Reaktywnos¢ surowic sprawdzano w testach immunoenzymatycznych ELISA i Western
blot w uktadach homologicznych i heterologicznych. W celu potwierdzenia podobieristwa
antygenowego reakcje sprawdzano rowniez z surowicami absorbowanymi wybranymi
antygenami. Czy w tym przypadku absorbcja surowic masq bakteryjng, czyli Zrédfem duzej
mieszaniny bakteryjnych antygendéw nie wpfywa negatywnie na reaktywnosc¢ danego uktadu?
Doswiadczenia wykazaty, ze wszystkie badane antygeny O majg wspdlne epitopy z antygenem
O szczepu referencyjnego serogrupy PGO1. O-PS A. popoffii A4 i A.sobria K928 s3 bardziej
zblizone antygenowo a A hydrophila Pt679 wykazuje najwigksze podobienstwo do antygenu
serogrupy PGO1. Wyniki te pozwolity na wyrdznienie w serogrupie PGO1 dwdch podgrup
PGO1a (A4, K928) i PGO1b ( Pt679)

Zroznicowanie w strukturze potwierdzita analiza regionu kodujgcego synteze
polisacharydu O-swoistego. W badaniach rozpoznano geny odpowiedzialne za synteze
podjednostek cukrowych i ich polimeryzacji oraz gendw, ktére rdéznicujg te regiony. Pozwolito
to na potwierdzenie przynaleznosci szczepow A4 i K928 do innej podgrupy w serogrupie PGO1
niz szczep Pt679. Rozwdj tych badarh moze sie przyczyni¢ do opracowania molekularnych
metod serotypowania i klasyfikacji bardzo zréznicowanego rodzaju bakterii Aeromonas a to
ma duzg warto$é poznawcza i aplikacyjna.

W swietle uzyskanych wynikéw Doktorantka proponuje kompozycje wszystkich trzech
badanych szczepdw . A.popoffii A44 i A.sobria K928 ze wzgledu na immunomodulujgcy epitop

oraz A.hydrophila Pt679 ze wzgledu na podobiefstwo jego antygenu O do antygenu



referencyjnego dla serogrupy PGO1 jako antygeny szczepionkowe. Prosze o informacje joki
jest proponowany schemat immunizacji ryb tego typu szczepionkami oraz jaka jest droga
podawania materiatu szczepionkowego.

Poza publikacjami wchodzacymi w sktad pracy doktorskiej mgr Maria Kurzylewska-
Kubaczynska jest wspétautorkg 5 prac naukowych i 6 rozdziatdw w monografii. O duzej
aktywnosci naukowej Doktorantki swiadczy réwniez aktywny udziat w konferencjach tacznie
wykazata 22 doniesienia konferencyjne w tym dwa zostaty wyrdznione nagroda przez komitety
naukowe. Brata udziat jako wykonawca w trzech projektach badawczych oraz otrzymata
stypendium rektora UMCS i Prezydenta Miasta Lublin dla wyrdzniajacych sie doktorantdw.
Doktorantka wykazywata rowniez aktywnos$¢ organizacyjng i promocyjng biorgc udziat
warsztatach i organizacji konferencji naukowych.

Podsumowujac rozprawa doktorska mgr Marii Kurzylewskiej-Kubaczyniskiej jest praca
naukows, ktora stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Wyniki badan
posiadajg wartos¢ poznawczg oraz mogg mieé¢ znaczenie aplikacyjne w opracowaniu
szczepionek stosowanych w leczeniu i immunoprofilaktyce choréb ryb w akwakulturach.
Doktorantka stosuje nowoczesny warsztat badawczy, dobrze zna metodologie i zasady
planowania badan naukowych, a takze posiada umiejetnosci krytycznej analizy uzyskanych
wynikow i prowadzenia dyskusji.

Na tej podstawie stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
Marii Kurzylewskiej-Kubaczyriskiej spetnia warunki okreslone przepisami Ustawy z dnia 20
lipca 2018 roku ,,Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce" (Dz.U. z 2018t. poz. 1668 z
poiniejszymi zmianami) oraz Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajgce Ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 22018r. poz. 1669 z pdZniejszymi zmianami).
W zwigzku z tym, zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Marii Kurzylewskiej-

Kubaczynskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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