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Ocena

dorobku naukowego oraz rozprawy habilitacyjnej Pana dr n wet. Andrzeja
Puchalskiego, starszego wykladowcy w Zakladzie Prewencji Weterynaryjnej i Choréb
Ptakéw Instytutu Biologicznych Podstaw Choréb Zwierzat Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w zwiazku z Jego ubieganiem

si¢ o0 nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego

Wyksztalcenie i uzyskane stopnie naukowe

Dr n wet. Andrzej Puchalski ukoficzyt studia na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
Akademii Rolniczej w Lublinie w roku 1991 uzyskujac tytut zawodowy lekarza weterynarii.
W 2001 roku uzyskat stopien naukowy doktora nauk weterynaryjnych w zakresie choréb
zakaznych zwierzat na podstawie rozprawy doktorskie; pt. ,,Charakterystyka biatek blony
zewnetrznej terenowych szczepow Mannheimia (Pasteurella) haemolytica oraz mozliwosé ich

wykorzystania w swoistej immunoprofilaktyce syndromu oddechowego cielat”.
Przebieg pracy zawodowej

Bezposrednio po ukonczeniu studiéw na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
Akademii Rolniczej w Lublinie dr A. Puchalski zostat zatrudniony na stanowisku starszego
technika w Zaktadzie Prewencji Weterynaryjnej Instytutu Choréb Zakaznych 1 Inwazyjnych
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej. Od 01 pazdziernika 1996 . do 28 lutego 2002 r. pracowat
W tej samej jednostce na stanowisku asystenta, natomiast od 01 marca 2002 r. do 30 listopada
2018 r. na stanowisku adiunkta. Od 01 grudnia 2018 r. do chwili obecnej pozostaje zatrudniony
na stanowisku starszego wyktadowcy. Zmiana stanowiska oraz przejscie na etat dydaktyczny
nie spowodowaty odejécia Habilitanta od realizowanego konsekwentnie programu rozwoju
naukowego, czego dowodem sa ukazujace sie systematycznie wartosciowe publikacje

‘naukowe, a takze napisanai zgtoszona do oceny rozprawa habilitacyjna, stanowigca osiagniecie




wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym

oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.
Ogélna charakterystyka i ocena osiagnie¢ naukowo-badawczych Habilitanta

Zainteresowania naukowe dr A. Puchalskiego w duzym stopniu zdeterminowane
zostaly profilem badan realizowanych w macierzystej Jednostce, tj. w Zakladzie Prewencji
Weterynaryjnej i Chordb Ptakéw. Dotycza one diagnostyki i charakterystyki czynnikow
bakteryjnych i wirusowych wywotujacych zakazenia ukladu oddechowego u przezuwaczy ze
szczegdlnym uwzglednieniem Mannheimia (Pasteurella) haemolytica oraz swoiste]
profilaktyki syndromu oddechowego bydta (BRDC). W prowadzonych badaniach okreslono
m.in. udzial réznych serotypéw tych bakterii w etiologii syndromu oddechowego oraz
dokonano oceny wybranych cech feno- i genotypowych zarazkow, takich jak wrazliwo$é na
chemioterapeutyki oraz profile plazmidowe. Dokonano takze oceny wiasciwosci
immunogennych podstawowych czynnikéw zjadliwosci M. haemolytica, tj. leukotoksyny i
biatek zewnetrznej blony komérkowej (OMPs). Badania te, wykonane w warunkach
terenowych na cieletach, pozwolity na okreslenie efektywnosci przygotowanych we wlasnym
zakresie szczepionek podjednostkowych w zapobieganiu zakazeniom u bydla. Rownolegle
prowadzone badania in vitro umozliwily natomiast wykazanie, ktore frakcje biatkowe OMP
cechuja sie najwieksza immunogennoscia. Wymiernym efektem prowadzonych badan bytly
publikacje eksperymentalne autorstwa lub wspétautorstwa dr A. Puchalskiego, ktore ukazaty
sie w polsko- 1 anglojezycznych krajowych czasopismach weterynaryjnych. Niezaleznie od
dorobku publikacyjnego prezentowana tematyka badawcza zostala wykorzystana takze do

przygotowania rozprawy doktorskiej, ktorej obrona odbyta sie 2001 r.

Interesujace z poznawczego i praktycznego punktu widzenia bylo zwrocenie przez
Habilitanta uwagi na biatka blony zewnetrznej wybranych modelowych drobnoustrojow,
kontrolowane jonami zelaza. Biatka te, ktorych rola sprowadza sie do umozliwienia transportu
zelaza do wnetrza komorki bakteryjnej odgrywaé moga wazna role w stymulowaniu
odpowiedzi immunologicznej organizmu, stad mozliwo$é ich wykorzystywania w
szczepionkach  przeciwko  bakteryjnym  zakazeniom ukladu oddechowego. W
przeprowadzonych badaniach eksperymentalnych, ktérych wyniki opublikowano w krajowym,
anglojezycznym czasopismie naukowym dokonano charakterystyki elektroforetycznej bialek
uczestniczacych w transporcie zelaza, pochodzacych ze szczepdw M. haemolytica i P.

multocida. Warto zaznaczy¢, ze w obydwu publikacjach Habilitant jest pierwszym autorem.




Podobne, wazne z praktycznego punktu widzenia badania wykonano na cieletach 1
owcach, ktérym podawano jako immunogen natywna oraz inaktywowana leukotoksyne. Takze
wyniki tych badan opublikowano w krajowych czasopismach weterynaryjnych z udziatem dr
A. Puchalskiego jako wspotautora. Prowadzac badania w obszarze bakteriologii
weterynaryjnej, w tym zwlaszcza dotyczace etiologii syndromu oddechowego u bydta i owiec,
Habilitant wykorzystuje zréznicowane techniki badawcze i diagnostyczne, w tym
konwencjonalne metody feno- i genotypowe oraz zaawansowane technologicznie metody
spektrometrii masowej (Maldi-Tof MS). Wyniki dotyczace identyfikacji krajowych szczepow
M. haemolytica uzyskane z wykorzystaniem tej nowoczesnej techniki Habilitant opublikowat

W zagranicznym weterynaryjnym czasopismie anglojezycznym.

W opinii recenzenta za wazny w dorobku naukowym dr A. Puchalskiego nalezy uznaé
cykl prac dotyczacy wplywu stresu transportowego na humoralna 1 komérkowa odpowiedz
immunologiczng przeciwko M. haemolytica indukowana leukotoksyna. Badania te zostaly
poszerzone dodatkowo o oceng zjawiska stresu oksydacyjnego badanego na modelu cielat
narazonych na czynnik stresowy zwiazany z transportem. Cze$¢ prac oryginalnych
wechodzacych w sktad tego cyklu zostata opublikowana ze wspotudziatem Habilitanta w
renomowanych anglojezycznych czasopismach weterynaryjnych z listy JCR. Podobny
charakter miaty badania dotyczace wptywu antyoksydantéw, takich jak witamina C i E na
rozwoj zapalenia oraz wybrane parametry immunologiczne u cielat zakazonych M. haemolytica
oraz narazonych na stres transportowy. Publikacje prezentujace wyniki tych badan ukazaly sie

w zagranicznych czasopismach anglojezycznych z listy JCR.

Interesujace badania opublikowane ze wspétudziatem dr A. Puchalskiego dotyczyty
wplywu stosowania metafilaktyki syndromu oddechowego bydta na wybrane mechanizmy
immunologiczne oraz komoérki zaangazowane w reakcjach odpornosciowych. W badaniach
tych oceniono wptyw niesterydowych lekow przeciwzapalnych, witamin C i E oraz wybranych
antybiotykow na badane parametry immunologiczne, a ich wyniki opublikowano w krajowych

1 zagranicznych anglojezycznych czasopismach weterynaryjnych.

Odrebny obszar zainteresowan naukowych Habilitanta stanowily wirusowe zakazenia
uktadu oddechowego bydta, zwlaszcza wywotywane przez BRSV, BHV-1 i BVDV. Badania
podejmowane w tym obszarze wiazaly sie z realizacja projektu badawczego realizowanego we
wspolpracy z uniwersytetem stanowym w Michigan (USA) oraz PIW-PIB w Putawach.
Wymiemym efektem tych badan byto wykazanie przydatnosci szybkich komercyjnych testéw




paskowych do wykrywania zakazen BRSV u bydta, analiza sytuacji epizootycznej dotyczace;
tych zakazen u bydta w Polsce oraz publikacja w zagranicznym czasopi$mie weterynaryjnym
zlisty JCR. Podobne badania dotyczyty oceny sytuacji epizootycznej w odniesieniu do zakazen
BHV-11BVDV. W obydwu badaniach wykazano, ze zakazenia wywolywane przez te wirusy
wystepuja w populacji bydta krajowego, a zatem musza byé brane pod uwage w ocenie etiologii
syndromu oddechowego bydta, a takze w opracowywaniu strategii leczenia i profilaktyki tego

zespotu.

Najnowszy sposréd glownych nurtéw badawczych realizowanych w Jednostce
zatrudniajacej Habilitanta dotyczy alternatywnych metod zwalczania zakazen bakteryjnych u
zwierzat. W obszarze tym prowadzone sa badania dotyczace charakterystyki bakteriofagéw pod
katem mozliwosci ich wykorzystania w leczeniu zakazen u ludzi i zwierzat, powodowanych
przez bakterie wielolekoopome. Opracowanie procedury pozyskiwania fagdéw specyficznych
dla poszczegélnych gatunkéw drobnoustrojéw stworzylo podstawy do wykorzystania tych
czastek m.in. w terapii syndromu oddechowego bydta. Ponadto, opracowane metody moga by¢
z powodzeniem wykorzystywane do izolowania i charakterystyki fagow swoistych dla innych
grup bakterii, w tym enterotoksycznych szczepéw E. coli i Campylobacter. Obiecujace wyniki
badan klinicznych, w ktorych wykazano pozytywny efekt terapeutyczny bakteriofagow w
leczeniu zakazen bakteryjnych u zwierzat gospodarskich sktonity zespdl, z ktérym stale
wspolpracuje dr A. Puchalski do ztozenia wnioskéw patentowych do Urzedu Patentowego RP
w celu objecia ochrona trzech preparatow fagowych przeznaczonych do leczenia biegunek
cielat na tle zatazenia E. coli oraz zapalenia spojowek u psow wywotywanego przez St. aureus.
Aktualnie opracowane zgloszenia patentowe podlegaja procesowi urzedowej ewaluacji.
Niezaleznie od badan dotyczacych terapii fagowej Habilitant wspotuczestniczyt takze w
badaniach dotyczacych wykorzystania nanoczasteczek metali, srebra, ztota, miedzi i platyny
jako alternatywy dla terapii antybiotykowej. Skutecznosé nanoczasteczek metali wykazano

m.in. w leczeniu zapalenia wymienia bydta.

Czes¢ dorobku naukowego dr A. Puchalskiego powstata w wyniku wspotpracy
miedzykatedralnej i migdzywydziatowej. Wspélpraca z Katedra Rozrodu macierzystego
Wydziatu zaowocowata dwoma publikacjami nt. wiasciwosci feno- i genotypowych szczepéw
E. coli izolowanych z przypadkéw ropomacicza u suk. Podobne badania wykonywane we
wspolpracy z Wydziatem Biologii Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki dotyczyly oceny
wybranych, konwencjonalnych i molekularnych metod typowania szczepdw Salmonella

Enteritidis w aspekcie wykorzystania tych metod w badaniach epidemiologicznych.




Nowoczesne metody feno- i genotypowe Habilitant wykorzystat takze do oceny wiasciwosci
probiotycznych oraz wrazliwosci na antybiotyki bakterii z rodzaju Lactobacillus izolowanych
od gesi 1 kur. W powstatym na podstawie tych badan cyklu 5 prac eksperymentalnych dr A.

Puchalski jest wspétautorem.

Z analizy dorobku naukowego dr A. Puchalskiego wynika, ze obok autorstwa i
wspotautorstwa oryginalnych publikacji naukowych wielokrotnie uczestniczyl On w
krajowych 1 miedzynarodowych konferencjach i sympozjach naukowych, na ktorych
przedstawiano  doniesienia  prezentujace czastkowe wyniki badan dotyczacych
immunoprofilaktyki zespotu oddechowego bydta oraz innych badan podejmowanych przez
zespot zatrudniajacy Kandydata do stopnia naukowego. Udziat w kongresach jest dowodem
aktywnego uczestnictwa Habilitanta w dziatalnosci naukowe] krajowego 1 zagranicznego
srodowiska weterynaryjnego oraz stwarza okazje do propagowania na zewnatrz osiagnieé

naukowych macierzystej Jednostki.
Dzialalno$¢ dydaktyczna i organizacyjna

Od poczatku pracy w macierzystej Jednostce dr A. Puchalski, obok realizacji programu
rozwoju naukowego, prowadzi takze zajecia dydaktyczne dla studentéw wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej oraz Wydziatu Nauk o Zywnoéci i Biotechnologii z przedmiotéw Immunolo gia
1 Prewencja weterynaryjna. Ponadto, Rada Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej powierzyta
Habilitantowi prowadzenie wyktadow i éwiczen z przedmiotu Higiena s$rodkow zywienia
zwierzat czyniac Go jednoczesnie osoba odpowiedzialna za ten przedmiot. Na macierzystym
Wydziale dr A. Puchalski pelni takze od 2000 r. funkcje pelnomocnika dziekana ds. praktyk
studenckich. W zakresie Jego obowiazkow leza wszystkie sprawy administracyjne zwiazane z
realizacja przez studentéw IV 1 V roku praktyki klinicznej oraz praktyki w Inspekcji
Weterynaryjnej. Dziatalnos¢ ta stanowita podstawe wyréznienia Habilitanta w 2018 r.

Medalem Komisji Edukacji Narodowe;.

Z dotaczonego do przestanej recenzentowi dokumentacji zestawienia liczbowego
dorobku naukowego Kandydata do stopnia naukowego oraz analizy bibliometrycznej wynika,
ze jest On autorem lub wspotautorem 64 publikacji naukowych oraz 46 doniesieh na krajowe 1
zagraniczne konferencje naukowe. Dorobek naukowy Habilitanta zostat istotnie powiekszony
w okresie po uzyskaniu stopnia naukowego doktora. Sumaryczny IF czasopism, w ktdrych
ukazywaty sie publikacje autorstwa i wspotautorstwa dr A. Puchalskiego wynosi 42,099, w tym

po uzyskaniu stopnia doktora — 41,76. Laczna liczba punktéw wyliczona zgodnie z wykazami




Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego wynosi 934, w tym po uzyskaniu stopnia doktora
— 914. Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science wynosi 174, w tym bez
autocytowan — 135. Indeks Hirsha wedtug bazy Web of Science wynosi 6.

Podsumowujac analize dorobku naukowego dr A. Puchalskiego, zwtaszcza
przypadajacego na okres po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, nalezy zwrdci¢ uwage na
kilka jego cech majacych w opinii recenzenta istotne znaczenie dla oceny osiagnie¢ naukowych
Habilitanta w kontekscie Jego ubiegania sie o kolejny stopien naukowy, tj. stopien doktora

habilitowanego.

Po pierwsze, warto podkresli¢ spéjnosé tego dorobku, wyrazajaca sie koncentracjd na
kilku obszarach badawczych tematycznie powiazanych ze soba, a jednoczesnie wpisujacych
si¢ w jeden podstawowy i gtéwny nurt problemowy, jakim sq zakazenia uktadu oddechowego
bydta okreslane takze mianem syndromu oddechowego. Wsréd wspomnianych obszaréw
badawczych nalezy wymieni¢ badania dotyczace 1zolacji, identyfikacji oraz charakterystyki
feno- i genotypowej czynnikéw bakteryjnych i wirusowych odpowiedzialnych za
wywotywanie syndromu oddechowego bydta, charakterystyke bialek blony zewnetrznej
terenowych szczepow M. haemolytica pod katem mozliwosci ich wykorzystania w swoiste;
profilaktyce tego zespotu, wprowadzenie do diagnostyki i identyfikacji bakteryjnych
czynnikow zakazen uktadu oddechowego bydta nowoczesnych metod laboratoryjnych
opartych na technologii spektrometrii masowe;, metafilaktyke jako alternatywna metode
wspomagania uktadu immunologicznego w zwalczaniu zakazen uktadu oddechowego bydta
oraz izolacje i charakterystyke bakteriofagow specyficznych dla bakterii waznych z punktu

widzenia etiologii syndromu oddechowego bydta.

Po drugie, badania naukowe prowadzone przy wspétudziale dr A. Puchalskiego
posiadaja obok waloréw poznawczych takze istotne znaczenie aplikacyjne. Wyraza sie ono
m.in. w mozliwoéci praktycznego wykorzystania eksperymentalnie opracowanych szczepionek
podjednostkowych wytwarzanych na bazie biatek blony zewnetrzne) oraz leukotoksyny M.
haemolytica w swoistej profilaktyce syndromu oddechowego bydta. Aplikacyjny aspekt badan
podejmowanych przez dr A. Puchalskiego widoczny jest wyraznie takze w odniesieniu do
ostatniego obszaru zainteresowan naukowych Habilitanta, . fagoterapii. Obiecujace wyniki
badan laboratoryjnych i klinicznych uzyskiwane z uzyciem bakteriofagow stwarzaja realna
szans¢ na upowszechnienie w przysztosci fagoterapii jako alternatywnej dla stosowania

antybiotykéw metody celowanego leczenia zakazen bakteryjnych. Warto przypomnieé, ze




zespot autorow zajmujacych sie ta problematyka, z ktérym $cisle wspotpracuje dr A. Puchalski,

ubiega sie aktualnie o przyznanie opracowanym wynalazkom ochrony patentowe;j.

Po trzecie, jak wskazuje analiza sktadu autorskiego publikacji stanowiacych dorobek
naukowy dr A. Puchalskiego, jest On osoba niezwykle przydatng dla zespotlu, w ktorym
pracuje. Swiadczy o tym fakt uwzgledniania Go jako wspotautora we wszystkich niemal
pracach eksperymentalnych afiliowanych do Jednostki, w ktérej jest zatrudniony. Niewatpliwie
jest to takze zwiazane z perfekcyjnym dopracowaniem warsztatu metodycznego przez
Habilitanta, dajacym gwarancje uzyskiwania wiarygodnych i powtarzalnych wynikow badan

eksperymentalnych.

Po czwarte, nalezy uwypukli¢ takze umiejetno$¢ oraz tatwosc i che¢ podejmowania
przez Habilitanta szeroko zakrojonej wspélpracy krajowej w zakresie badan
interdyscyplinarnych. Dowodem na to sa liczne publikacje firmowane przez autoréw z innych
jednostek naukowych macierzystego Uniwersytetu oraz spoza Uczelni, w ktérych dr A.
Puchalski odpowiadat za realizacje czesci badan eksperymentalnych oraz wechodzit w sktad
zespotu autorskiego. Umiejetnos¢ nawiazywania wspotpracy naukowej oraz prowadzenia
badan interdyscyplinarnych jest wazna nie tylko w kontekscie oceny dorobku naukowego
Kandydata do stopnia naukowego, ale takze istotna dla calej dyscypliny naukowej w
odniesieniu do przysztej oceny parametrycznej, prowadzonej zgodnie z zasadami przyjetymi w

ustawie 2,0.

Analizujac dorobek naukowy Kandydata do stopnia naukowego nalezy zwrécié uwage
takze na te elementy, ktére zdaniem recenzenta w stopniu w nie w petni wystarczajacym
wypetniaja urzedowo wymagane oczekiwania wskazane w stosownym rozporzadzeniu
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z 1 wrzesnia 2011 r. Konfrontujac dorobek naukowy
dr A. Puchalskiego z zapisami tego rozporzadzenia uwazam ze byloby wskazane wieksze
usamodzielnienie si¢ Habilitanta w tworzeniu koncepcji badawczych, modelowaniu badan
eksperymentalnych i pisaniu publikacji oraz w efekcie w firmowaniu powstatych prac swoim
nazwiskiem jako pierwszego autora lub autora korespondencyjnego. Nie mniej waznym
elementem byltoby takze otwarcie sie na wspétprace miedzynarodowa, co zaowocowatoby
powiekszeniem dorobku naukowego o interdyscypliname publikacje z udziatem wspolautorow
z zagranicznych osrodkéw naukowych. Jednoczesnie taka wspélpraca stworzylaby szanse na
wzbogacenie dorobku publikacyjnego w warto$ciowe prace ukazujace sie w renomowanych

czasopismach anglojezycznych z listy JCR o wysokim wspétczynniku wplywu. Kwestig




wymagajaca podjecia zdecydowanych dziatan jest natomiast intensyfikacja zakonczonych
sukcesem staran o przyznanie finansowania na badania naukowe pochodzace ze zrodet
zewnetrznych. W dotychczasowej karierze naukowej Habilitant partycypowal w realizacji
tylko jednego projektu badawczego oraz nie kierowat zadnym projektem realizowanym we
wspolpracy z naukowcami z innych osrodkow krajowych i zagranicznych oraz we wspolpracy
z przedsigbiorstwami. Wskazany deficyt w sposéb istotny wazy w ogolnej ocenie dziatalnosci
naukowo-badawczej Kandydata do stopnia naukowego oraz wymaga radykalnej korekty jesh
zdecyduje sie On w najblizszej przysztosci na dalszy rozwéj naukowy oraz prace na etacie

naukowo-dydaktycznym.

Ocena osiagniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
pt. ,,Syntetyczne oligodeoksynukleotydy klasy C z niemetylowanymi sekwencjami CpG
jako skladnik zwigkszajacy immunogenno$é komercyjnej szczepionki dla cielat

zawierajacej antygen IROMP M. haemolytica.

Recenzowane osiagniecie jest monografia wydana przez wydawnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie w serii Rozprawy Naukowe, opatrzona numerem ISSN 1899-2374.
Praca dotyczy wykorzystania syntetycznych oligodeoksynukleotydow z niemetylowanymi
sekwencjami CpG jako potencjalnych adjuwantéw wzmagajacych reaktywnos¢ uktadu
immunologicznego w odpowiedzi na stymulacje przy uzyciu komercyjnej szczepionki
przeciwko syndromowi oddechowemu bydta. Adjuwancyjne oddzialywanie syntetycznych
oligodeoksynukleotydow zawierajacych CpG jest znane od dawna, a skuteczno$é ich dzialania
zostata potwierdzona w licznych badaniach eksperymentalnych u ludzi i zwierzat. Doé¢ dobrze
poznane zostaly takze mechanizmy molekularne odpowiedzialne za potenc; alizacje humoralnej
1 komorkowej odpowiedzi immunologicznej organizmu pod wplywem CpG. W dostepnym
pismiennictwie niewiele jest natomiast danych odnosnie mozliwosci wykorzystania
syntetycznych CpG jako adjuwantow dla szczepionek przeznaczonych dla bydta, w tym
zwlaszcza przeciwko zakazeniom ukladu oddechowego. Podjecie przez Habilitanta badan nad
wykorzystaniem CpG klasy C jako adjuwantu szczepionki podjednostkowej przeciwko
syndromowi oddechowemu bydta jest zatem uzasadnione tak z poznawczego jak 1 z
aplikacyjnego punktu widzenia. Dodatkowym argumentem przemawiajacym za celowoscig
podjetych badan jest fakt powszechnie znanej stabej immunogennosci aktualnie dostepnych na
rynku szczepionek przeciwko temu zespotowi chorobowemu. W swoich badaniach Autor

zaplanowat okreslenie efektu immunostymulacyjnego CpG klasy C w stosunku do bydlecych




komérek jednojadrzastych (PBMC) in vitro, ocene dynamiki ksztattowania sie humoralnej i
komorkowej odpowiedzi immunologicznej u cielat po podaniu adjuwantu i/lub szczepionki
komercyjnej oraz ocene bezpieczenstwa stosowania CpG u cielat, ktérym podawano preparat
w formie adjuwantu szczepionkowego. W badaniach in vitro okreslono stopien proliferacji
komorek PBMC stymulowanych CpG, stezenie interferonu gamma w supernatancie hodowli
komorek jednojadrzastych oraz ekspresje gendow wybranych cytokin typowych dla odpornosci
typu Th1 i Th2. W badaniach tych wykorzystywano komercyjne testy ELISA oraz metode Real-
Time PCR. Dodatkowo zastosowano takze metode cytometrii przeptywowej celem okreslenia
typdw komorek krwi, ktore w najwiekszym stopniu ulegaly immunostymulacyjnemu
wptywowi CpG. Badania in vivo wykonano ogédtem na 18 cieletach podzielonych na 3 grupy,
ktorym podawano komercyjna szczepionke Bovilis Bovipast RSP firmy Intervet tacznie z
adjuwantem w postaci CpG (grupa I), sama szczepionke komercyjna (grupa II), oraz tylko
komercyjny adjuwant (grupa I1I, kontrolna). W tej czesci badan okreslono stezenie przeciwciat
swoistych dla antygenu IROMP M. haemolytica, stezenie interferonu gamma, chemokiny IP-
10 oraz biatka ostrej fazy — haptoglobiny. Uzyskane wyniki poddawano analizie statystycznej

testami wariancji ANOVA przy wykorzystaniu programu Statistica 12.5.

Badania in vitro wykazaly, ze najbardziej efektywne w stymulacji proliferacji
limfocytow bydlecych okazaty sie CpG klasy C. wyniki analizy fenotypowej bydlecych PBMC
inkubowanych w obecnosci CpG wykazaly, ze gtdéwnym typem komérek proliferujacych w
odpowiedzi na stymulacie CpG sa limfocyty B. Najlepszym stymulatorem produkcji
interferonu gamma okazaty sie natomiast CpG klasy A, a znacznie stabiej synteze te pobudzaly
CpG klasy C. Wykazano takze, ze juz po 6-godzinnej inkubacji komorek w obecnosci CpG
dochodzi do ekspresji genéw wszystkich badanych cytokin, w tym gtownie 11-12, IFN alfa,
chemokiny IP-10, IFN gamma, TNF alfa, IL-4, [L-6 i IL-21. Wyniki tej czesci doswiadczenia
rzucaja nowe $wiatlo na zjawisko stymulowania bydlecych komérek jednojadrzastych przez
syntetyczne ODN. Immunostymulacyjny efekt CpG klasy C wykazano rowniez w badaniach in
vivo wykonanych na cieletach. Suplementacja komercyjnej szczepionki przeciwko syndromowi
oddechowemu bydta syntetycznymi CpG spowodowata zwigkszenie jej immunogennosci, o
czym $wiadczyt wzrost stezenia przeciwciat surowiczych klasy IgG, IgM oraz podklasy IgGl
1 IgG2 swoistych dla antygenu IROMP. Dane te przemawiaja za nasileniem obydwu typow
odpowiedzi immunologicznej, tj. humoralnej 1 komérkowej, do czego dochodzi pod wptywem
podania CpG klasy C tacznie ze szczepionka komercyjna. Przeprowadzone badania wykazaly

takze, ze syntetyczne CpG sa zwiazkami bezpiecznymi dla cielgt w przypadku ich podawania
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droga podskéma w dawce 0,5 mg. Swiadczy o tym ograniczona i przemijajaca miejscowa
reakcja zapalna w miejscu iniekcji oraz stabo wyrazona reakcja ogélna w postaci goraczki. Za
pobudzeniem reakcji ogolnoustrojowej przemawia rowniez wykazane w badaniach zwiekszone
stezenie haptoglobiny w drugim dniu po pierwszej i po drugiej dawce immunostymulatora. Z
przeprowadzonych badan Autor wyciagnat 7 wnioskoéw. Wprawdzie znajduja one uzasadnienie
w Swietle wynikow badan whasnych, tym niemniej w opinii recenzenta w duzej czesci stanowia

powtorzenie uzyskanych wynikow badan.

Z obowiazku recenzenta zwracam uwage takze na inne niescistosci dostrzezone w
rozprawie habilitacyjnej, dotyczace glownie metodycznej czesci pracy oraz interpretacji
uzyskanych wynikow. Zastrzegam jednoczesnie, ze prezentowane uwagi krytyczne nie
dyskwalifikuja rozprawy jako dzieta stanowiacego podstawe do ubiegania sie o nadanie stopnia
naukowego. Wyrazam jednak nadzieje, ze beda one przydame Autorowi w przysztosci w
przypadku podejmowania innych badan o zblizonej tematyce lub planowania zadan
badawczych z wykorzystaniem fenotypowania komorek przy uzyciu techniki cytometrii

przeptywowe;.

Autor podaje w metodyce rozprawy, ze komorki PBMC do badan in vitro izolowano
tylko od 3 cielat. Wydaje sie, ze taka liczba zwierzat nie w petni gwarantuje wiarygodnosé
uzyskiwanych wynikéw, a ponadto stwarza problem w odniesieniu do ich rzetelnego

opracowania statystycznego.

Podobnie, w do$wiadczeniu in vivo na cieletach wykorzystano jedynie 18 zwierzat
pochodzacych z jednego gospodarstwa, podzielonych na 3 grupy, w tym dwie grupy
doswiadczalne 1 jedna kontrolna. Analogicznie, mozna mie¢ watpliwosci odnosnie

miarodajnosci wynikow uzyskanych w tej czesci badan.

W badaniach fenotypowych PBMC Habilitant oceniat marker powierzchniowy CD2
jako identyfikujacy limfocyty T. Takie podejscie nie jest do kofica precyzyjne i whasciwe
poniewaz czasteczka CD2 wprawdzie wystepuje na limfocytach T, ale stwierdzana jest takze
na komérkach NK. Nalezy zatem postawi¢ pytanie w jaki sposéb Habilitant rozréznit obydwie
subpopulacje komorek? Warto zwroci¢ uwage, ze podstawowym markerem limfocytow T
przezuwaczy jest czasteczka TCR. Wiadomo, ze komoérki TCR-1(g i d)+ stanowia okolo 60%
wszystkich limfocytow. Innymi markerami limfocytéw T sa czasteczki CD1, CD2, CD5 i CD6
oraz CD4, CD8 1 WC1. Wspolnym antygenem leukocytarnym komoérek bydta jest natomiast

czasteczka CDA45, jednak u przezuwaczy nie wystepuje ona na limfocytach WC1+ oraz na
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monocytach. O tych zaleznosciach warto pamietaé przystepujac do analizy fenotypowej

bydlecych komoérek jednojadrzastych.

Jako marker specyficzny dla limfocytéw B Habilitant wykorzystat receptor CD21.
Nalezy zaznaczy¢, ze CD21 ulega silnej ekspresji jedynie na dojrzatych komérkach B, a takze
na pecherzykowych komérkach dendrytycznych i czesciowo na niedojrzalych tymocytach i
limfocytach T. W ontogenezie komoérek B receptor CD21 pojawia sie po etapie komorek
prekursorowych (pre-B), utrzymuje sie podczas rozwoju obwodowych komérek B i ostatecznie
znika w trakcie koncowego roznicowania sie limfocytow B do komoérek plazmatycznych.
Ekspresja CD21 ulega takze stopniowemu zanikowi po stymulacji komérek B in vitro.
Poniewaz Habilitant stosowat w swoim doswiadczeniu konkanawaline A, bedaca mitogenem
komorek T, nalezy sie zastanowi¢, czy w zwiazku z tym faktem wykazana w badaniach
ekspresja czasteczki CD21 nie zostata zanizona? W celu oceny wptywu badanych preparatow
na limfocyty B bytoby natomiast uzasadnione okreslenie ekspres;ji czasteczek BCR, CD19 i
CD20.

W czescl metodycznej pracy nie okreslono doktadnie jakiej kontroli 1zotypowej uzyto
w badaniach cytometrycznych oraz jakie fluorochromy wykorzystywano do znakowania

przeciwcial. Podanie wytacznie numeréw katalogowych nie wydaje sie wystarczajace.

Uporzadkowania wymaga terminologia pobran krwi do badan oraz wykonywania
oznaczen. Przykladowo, w rozdziatach 4.3.1/4.3.4/4.3.5 i 4.3.6 wskazywane sa 3 roze
scenariusze dotyczace schematu pobierania krwi od cielat. W efekcie rézne rodzaje oznaczen
wykonywano w réznych przedziatach czasowych. Taki stan wprowadza pewne zamieszanie 1
uniemozliwia poréwnywanie wynikéw oraz ich calosciowa analize. W pracy brakuje
przejrzystosci w okresleniach dotyczacych tzw. dnia 0, czy jest to dzieh w ktérym podawano
pierwsza dawke szczepionki i jednoczesnie wykonywano badanie, jak to jest opisane w
rozdziale 4.3.5, natomiast dzien 1 to w istocie dzien 2 po podaniu szczepionki, czy tez dzien 0
to dzien przed podaniem szczepionki? Z rozdziatu 4.3.1 wynika, ze szczepionke podawano w
dniach 11 14, zatem nalezy doprecyzowaé co w doswiadczeniu oznacza dzien 0 wskazywany

w innych rozdziatach.

W nawiazaniu do zastrzezenia podanego na wstepie, w rozdzale »Wyniki” oraz
»Dyskusja” Autor w miejsce okreslenia , limfocyty T (CD2+)” powinien uzy¢ sformutowania

wlimfocyty T 1 komorki NK”, poniewaz nie dokonywat w pracy ich rozréznienia.
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Nasuwa si¢ takze zasadnicze pytanie odnosnie czesci badan wykonywanych na
cieletach, dlaczego wzorem badan in vitro po podaniu szczepionki cieletom nie izolowano
PBMC 1 nie wykonywano badan cytometrycznych na pehnej krwi badz izolowanych PBMC?
Wydaje sig, ze wowczas Autor miatby bardziej klarowny obraz odpowiedzi immunologiczne]
po stymulacji organizmu przy uzyciu CpG ODN. Analogicznie, w badaniach in vivo nie
oceniano stezenia cytokin oraz ekspresji cytokin na izolowanych PBMC lub w petnej krwi, co
datoby lepszy obraz odnosnie wiasciwosci szczepionek zawierajacych CpG w kontekscie

indukowania odpowiedzi typu komérkowego i humoralnego.

CpG ODN sa nowymi adiuwantami, o ktérych wiadomo, ze selektywnie pobudzaja
odpowiedz immunologiczng typu Thl, obnizajac odpowiedz Th2. W tym kontekscie warto
byltoby oceni¢ profil cytokinowy charakterystyczny dla Thl, np. IFN-y, IL-12 i IL-18 oraz IL-
41 IL-10 w odniesieniu do profilu Th2. Wiadomo réwniez, ze CpG ODN silnie pobudzaja
komoérki APC, w tym m.in. komérki dendrytyczne (DC) i makrofagi (obydwa typy z ekspresja
MHC I 1 II) oraz antygenowo specyficzne limfocyty CD4 i cytotoksyczne CDS. Majac na
uwadze doniesienia 0 mozliwo$ci wywotania wstrzasu przez CpG warto bytoby takze oznaczy¢
stezenie TNF-a 1 bialek ostrej fazy, takich jak AGP, Fibrynogen i Cp, ewentualnie SAA.
Niestety oznaczen tych zabrakto w pracy Habilitanta w czesci dotyczacej badan prowadzonych
na zwierzgtach. Przeprowadzenie wieloparametrycznej analizy odpowiedzi immunologicznej
cielat, uwzgledniajacej oznaczenia wspomnianych parametrow pozwolitoby na lepsze
udokumentowanie skutécznos’ci lub braku skutecznosci szczepionek zawierajacych w sktadzie

syntetyczne CpQG, a takze bezpieczenstwa ich stosowania.

W rozdziale ,Dyskusja” brakuje jednoznacznego stwierdzenia nt. zasadnosci
stosowania CpG w szczepionkach przeznaczonych dla bydta, co stanowito przeciez gléwna

konkluzje wyplywajaca z badan zrealizowanych w ramach rozprawy habilitacyjnej.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa habilitacyjna Pana dr A.
Puchalskiego, pomimo wyeksponowanych uwag krytycznych, stanowi w opinii recenzenta
opracowanie oryginalne, prezentujace wyniki badan uzyskane poprzez samodzielne wykonanie
autorsko zaplanowanego doswiadczenia oraz poddane naukowej analizie, skonfrontowane z
dostepnymi danymi $wiatowego pismiennictwa i opublikowane w formie monografii naukowej
wydanej przez wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. W recenzowane;j
rozprawie Autor kompleksowo traktuje zagadnienie mozliwosci zastosowania u bydta

syntetycznych  niemetylowanych —sekwencji CpG jako potencjalnych adjuwantow
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szczepionkowych wzmagajacych immunogenno$¢ antygenow zawartych w komercyjnej
szczepionce przeciwko syndromowi oddechowemu. Wykonanie badan eksperymentalnych in
vitro i in vivo zaplanowanych w do§wiadczeniu oraz opracowanie uzyskanych wynikow tacznie
z analizg statystyczng stanowig znaczgcy wklad Habilitanta w rozwéj badan z zakresu
immunologii, wakcynologii, mikrobiologii weterynaryjnej oraz chorob zakaznych bydla.
Dzigki swoim badaniom Autor wnidst istotny wklad w rozwigzanie znanego od lat problemu
stabej immunogennosci szczepionek przeciwko zakazeniom ukladu oddechowego bydta.
Biorgc pod uwage uzyskane wyniki badan, jednoznacznie wskazujace na efektywnosé
niemetylowanych sekwencji CpG w stymulowaniu komérkowej i humoralnej odpowiedzi
immunologiczne]j cielat na antygen szczepionkowy, a takze dowodzace bezpieczenstwa
stosowania takich adjuwantéw u bydfa droga podskorng, nalezy oczekiwaé w perspektywie
czasowej istotnego ograniczenia strat ekonomicznych w hodowli bydta, spowodowanych

wystepowaniem syndromu oddechowego.
Podsumowanie i wniosek koticowy

Analiza 1 ocena caloksztaltu dorobku naukowego, dziatalnosci dydaktycznej,
organizacyjnej i popularyzujacej wiedze oraz rozprawy habilitacyjnej upoWaleiajq recenzenta
do stwierdzenia, ze Pan dr n wet. Andrzej Puchalski wypelnia warunki do uzyskania awansu
naukowego, zawarte w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.) oraz
spelnia wigkszos¢ wymogoéw zawartych w Rozporzadzeniu Ministra Nauki 1 Szkolnictwa
Wyzszego z dnia I wrzesnia 2011 roku w sprawie kryteriow oceny osiggniec¢ osoby ubiegajacej
si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego (Dz. U. Nr 196, poz. 1165). Na tej podstawie
wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie Pana dr A. Puchalskiego do dalszych etapow

przewodu habilitacyjnego.

MMA%M )

Lublin, 07 maja 2019 r. Prof. dr hab. Zbigniew Gradzki




