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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Pauli Czyszczon zatytulowanej
,,Charakterystyka pecherzykéw blony zewnetrznej Yersinia enterocolitica O:3

i ich oddzialywanie z ludzkim ukladem dopelniacza”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Laboratorium
Immunochemii Drobnoustrojéw i Szczepionek Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. inz. Jolanta
Lukasiewicz. Badania byly prowadzone i finansowane w ramach projektu badawczego Opus 16
2018/31/B/NZ603514 , Oddziatywanie gospodarz-patogen: bakteryjne pecherzyki blony zewngtrzne;
jako tarcza dla ukladu dopetniacza”. Z poprzedzajacych tre$¢ rozprawy podzigkowan, ztozonych
osobom pomagajacym w przeprowadzeniu wielu etapow badan, mozna si¢ zorientowaé jak
wielowatkowe zadanie zostalo postawione przed Doktorantkg. Obiektem badan byly pecherzyki
blonowe izolowane z ptynu po hodowli bakterii Yersinia enterocolitica O:3. Y. enterocolitica O:3 to
chorobotwoérezy dla ludzi szczep bakterii powodujacy najczesciej infekcje ukladu pokarmowego
(jersiniozy). W zaleznosci od kondycji gospodarza, obraz kliniczny zakazenia jest bardzo rozny.
Bakterie zwykle powoduja stan zapalny jelit, ale w szczegdlnych okolicznosciach przedostajac si¢ do
ptynéw ustrojowych moga wywota¢ posocznicg, co wigze si¢ z bezposrednim zagrozeniem zycia
osoby chorej. Oprocz klasycznych czynnikéw wirulencji charakterystycznych dla tej grupy bakterii
(takich jak LPS, enterobakteryjny wspolny antygen (ECA), biatka Yop wraz z trzecim system sekrecji)
ostatnio zwraca sie uwage na role pecherzykow blony zewnetrznej (OMV) w rozwoju reakeji
zapalnych.

Przedtozona do recenzji praca doktorska liczy tacznie 227 stron, zawiera 41 rycin, 20 tabel oraz
jeden zalacznik. Rozprawa ma uktad klasyczny i zarazem typowy dla prac doktorskich o charakterze
do$wiadczalnym. Zostata napisana w jezyku polskim. Rozprawa zostata przygotowana starannie pod
wzgledem edytorskim.

Tak jak kazdy artykut naukowy tak i t¢ rozprawe poprzedza streszczenie (wersja polsko- i
angielskojezyczna). Zamieszczone streszcezenia sa jednak zbyt obszerne. Liczg one po dwie i pot strony

tekstu, z czego pierwsze akapity (prawie cala strona tekstu) sg ogélnym wprowadzeniem
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literaturowym w problematyke doktoratu. Dalej, w sposob skrétowy, przedstawione zostaty kolejne
etapy badan. Ta czes$¢ jest whasciwym streszczeniem. W Streszezeniu najbardziej zdziwilo mnie
zdanie wskazujace, ze ,,Kluczowym etapem pracy doktorskiej byt wybdr i optymalizacja procedur
izolacji OMV”. Z punktu widzenia Recenzenta nie ulega watpliwosci, ze kluczowe etapy tej pracy
doktorskiej powinny koncentrowaé si¢ wokol doswiadczen dokumentujacych cel pracy
zaprezentowany w jej tytule i rozwini¢ty w rozdziale zatytulowanym Cel Pracy.

Kolejnym rozdziatem jest Wykaz Skrotow. Wykaz zapewne obejmuje wszystkie skroty uzyte
w pracy doktorskiej, a nawet z pewnym nadmiarem, gdyz zawiera rowniez wyjasnienia skrotow
powszechnie znanych chemikom czy biologom. Naleza do nich NMR, EDTA, PBS, SD czy IgG.
Wsréd wyjasnien skrotow znajdujg sie pewne niescistosei. Do takich mozna zaliczy¢ np. rozwinigcie
skrotu Yop jako ,,biatka blony zewnetrznej Yersinia”, podczas gdy opisuje on biatka efektorowe
Yersinia kodowane na plazmidzie wirulencji pYV, ktore sa wprowadzane od komorek gospodarza za
pomocg trzeciego systemu sekrecji (T3SS). Nadmieniam tez, ze skrot PCP uzywany jest w kontekscie
specyficznej ekstrakcji, a wiec nalezatoby wyjasni¢ tutaj nie sam skrot ,,PCP” lecz ,,ekstrakcja PCP”.

Obszerny Wstep jest dobrze opracowana czgscig teoretyczng doktoratu, w ktorej doktorantka
omawia zagadnienia zwigzane z przedmiotem rozprawy. W oparciu o wlasciwie dobrane artykuly
zrodtowe i przegladowe (doktorantka cytuje 352 publikacje w tym kilka odnos$nikéw do stron
internetowych) Pani mgr Paula Czyszczon w sposob uporzadkowany przedstawia aktualny stan
wiedzy na temat bakterii z rodzaju Yersinia wskazujac na ich pozycje taksonomiczng i czynniki
wirulencji produkowane przez szczepy patogenne. Szczegélnie wiele uwagi poswigca:
lipopolisacharydom, wspolnemu enterobakteryjnemu antygenowi, egzopolisacharydowi oraz
biatkowym antygenom powierzchniowym produkowanym przez szczepy Y. enterocolitca. Szczegdlne
znaczenie (ze wzgledu na podjety temat badan) maja w tej czesci rozprawy informacje dotyczace
wytwarzania przez bakterie pecherzykéw blonowych, w tym pecherzykow Yersinia. Doktorantka
zaznajamia czytelnika z chorobotwoérczoscia i epidemiologia zakazen pateczkami Y. enterocolitca.
W ten sposob Doktorantka przechodzi od patogenu do opisu reakceji obronnych organizmu zakazanego
(cztowieka) i roli dopelniacza w tych reakcjach. Z obowiazku recenzenta zwracam uwagg na kilka
bledow, ktore zauwazytem w tej czescei rozprawy. We wstepnych zdaniach wprowadzajacych w opis
LPS Yersinia (str. 20) pojawilo si¢ niefortunne okreslenie ,,wykrzepianie dozylne” zamiast
,wykrzepianie wewnatrznaczyniowe”. Na kolejnej stronie we wzorach powtarzajacych sig
podjednostek LPS (serotypy O:8 i 0:9) konfiguracja absolutna reszt cukréw powinna by¢ zapisana
przy uzyciu specjalnego kroju czcionki (kapitaliki), a nie wielka litera. Doktorantka uzywa
niepoprawnie okreslen: pierwszorzedowe i drugorzedowe kwasy thuszczowe (str. 23 i dalej). Kwasy

tluszczowe moga by¢ jedynie podstawione jako pierwszorzedowe lub jako drugorzedowe, itd. Ale nie




moga by¢ np. kwasami pierwszorzgdowymi czy drugorzedowymi per se. Ponadto, nalezy si¢
zastanowié, czy mowiac o biofilmie mozna uzy¢ okreslenia ,,blona biologiczna” (str. 29). Rownie
niefortunne wydaje si¢ by¢ okreslenie, ze ,,..niektore szczepy Y. enterocolitica sa zdolne do produkcji
jersiniobaktyny, sideroforu wiazacego zelazo z wyzszym powinowactwem niz biatka gospodarza” (str.
31), czy tez ,,..jersiniobaktyny, wigzacej zelazo rowniez w stanie jego niedoboréw” (str. 18) oraz zwrot
.Y, enterocolitica (...) jest zdolna do kontaminowania probek krwi przeznaczonych do transtuzji”.
Koncowe fragmenty tego rozdzialu, poswigcone wykorzystaniu OMV jako szczepionki chronigce
przed zakazeniem Acinetobacter baumani sg napisane tak niejasno, ze nie zawsze wiadomo czy
relacjonowane do$wiadczenia byly prowadzone na modelu kréliczym czy mysim.

Podsumowujac te czes$é rozprawy, moge stwierdzié, ze Doktorantka dobrze wywigzala si¢ z
zadania zapoznania czytelnika z obecnym stanem wiedzy odnosnie tematyki poruszanej w doktoracie.
Prezentowane tresci sa podane w sposob uporzadkowany, przystepny i logiczny. Nieliczne uchybienia
odnotowane powyZej nie majg istotnego wplywu na moja pozytywng oceng tresci Wstepu.

Rozdzial czwarty pt. ,,Cel Pracy” jest dos¢ krotki i zwigzty. Na dwoch stronach tekstu
Doktorantka przedstawia w jasny sposob jakie zadania zostaty przed nig postawione i w jaki sposob
zamierzala je zrealizowaé. Doktorantka deklaruje, ze jej pierwsze i jednocze$nie ,,nadrz¢dne” zadanie
jest tozsame z tytulem pracy doktorskiej, a obejmuje ono: i) charakterystyke OMV wytwarzanych
przez cztery rézne chemotypy bakterii oraz ii) weryfikacj¢ zalozenia, czy OMV YeO3 moga petié
role aktywatora reakcji zapalnej i czy moga pelni¢ role tarczy chronigcej bakterie Y. enterocolitica O:3
bytujace w zakazonym organizmie czlowieka przed dziataniem uktadem dopetniacza. Elementem o
jaki zostal dodatkowo poszerzony zakres pracy doktorskiej jest badanie dystrybucji roznych OMV
YeO3 w organizmie myszy. Podobnie jak w Streszczeniu, pierwsze akapity Celu Pracy sa ogolnym
wprowadzeniem i bez szkody dla cato$ci rozdziatu moglyby zosta¢ usunigte.

W kolejnym rozdziale pracy, zatytulowanym Materialy i Metody, Pani mgr Paula Czyszczon
szczegOlowo opisuje wykorzystane w pracy materialy oraz zastosowane metody badawcze.
W nastepujacych po sobie podrozdziatach Doktorantka przedstawia/opisuje kolejne doswiadczenia
jakie byty prowadzone w trakcie wykonywania pracy doktorskiej, w wielu przypadkach zaznaczajac
rzetelnie swoj udzial w tych pracach. Zamieszczone opisy przeprowadzonych analiz sg na tyle
dokladne, ze bez wiekszych probleméw mozna je powtorzy¢ w innym laboratorium. Zaprezentowany
w tej pracy doktorskiej szczegdlowy opis przeprowadzonych eksperymentoéw to klasyczne i bardzo
cenne podejécie do pisania rozpraw doktorskich, ktore jest bardzo przydatne (gdyz jest bezposrednim
zrodtem informacji metodycznych) dla kolejnych studentow Szkoty Doktorskiej podejmujacych prace
o podobnej tematyce. Aby ten rozdzial mogt stanowi¢ dla innych badaczy dobre zrodto wiedzy, nalezy

z niego wyeliminowaé wiele drobnych bledow, niescistodci i okreslefi Zargonowych. Nie bede w tej




recenzji wszystkich kolejno przytaczal. Wskaze jedynie kilka uchybien. Juz na wstgpie Doktorantka
pisze, ze dysponuje trzema szczepami Y. enterocolitica, a zaraz ponizej umieszcza w tabeli opis
czterech szczepdw. Doktorantka zamiennie uzywa okreslen: ,,jony pozytywne” i ,,jony dodatnie” oraz
jony negatywne” i ,jony ujemne”. Nalezy zauwazy¢, ze w metodzie identyfikacji bakterii z
zastosowaniem techniki MALDI nie przeprowadza si¢ ekstrakcji bialek rybosomalnych, jak twierdzi
Doktorantka. Nie jest mi rowniez znana mieszanina o sktadzie ,,ACN:miliQ”. Rejestracji widm NMR
nie dokonuje si¢ za pomocg ,,spektroskopu”. Ponadto, w doswiadczeniach nie ,,detekcjonuje” si¢ lecz
prowadzi si¢ detekcje albo wykrywa si¢ co$ stosujgc metode.. ., itd. Bledna jest nazwa ,,861 amonowa
2-keto-3-deoksyoktonianu”. Kumulacja btedéw jest widoczna w podrozdziale 5.15. ,Elektroforeza
SDS-PAGE”, gdzie doktorantka napisata "Rozdziat elektroforetyczny prowadzono (...) przy natezeniu
30mA na plytke, napiecie wynosito 300W, natezenie 200V....”. Zaraz po tym podany jest sktad
utrwalacza: ,,45% metanol, 10% kwas octowy” i na tym koniec. Pytanie; co z pozostalymi 45
procentami roztworu. | zaraz ponizej, odnosnie barwienia metoda Coomasie, pojawia si¢
niezrozumiate oznaczenie ,,0,1% w/0”. Takich drobiazgdéw jest duzo mniej w opisie doswiadczen o
charakterze immunologicznym.

Najwazniejsze informacje, bedace podstawa oceny pracy doktorskiej, zawarte sa w rozdziale
opatrzonym tytutem Wyniki. Wstgpem do badan poréwnawczych bakterii 1 wytwarzanych przez nie
OMYV byta weryfikacja struktur powierzchniowych (zaliczanych do gléwnych antygendéw) wezesniej
opisanych dla Y. enterocolitica O:3. Juz to zadanie wymaga duzego nakladu pracy, poniewaz pod
uwagg zostaty wziete az cztery chemotypy bakterii, a wiadomo, Ze ich struktura (a w szczegdlnosci
struktura lipidow A) jest modyfikowana przez bakterie w odpowiedzi na zmian¢ temperatury
otoczenia. Biorgc to pod uwage, preparaty LPS/lipid A otrzymywano z hodowli bakterii
prowadzonych w trzech temperaturach: 37°C, 22°C oraz 4°C. Doktorantka nie poming¢ta w badaniach
wspolnego enterobakteryjnego antygenu (ECA) oraz sprawdzila, ze Y. enterocolitica O:3 chemotyp S
wytwarza EPS bedgcy spoiwem (macierzg) biofilmu wytwarzanego przez jersinie. Niewielkie ilosci
produkowanego przez Y. enterocolitica O:3 chemotyp S polisacharydu o charakterze kapsuly wrecz
,,wycisniete” z biofilmu wystarczyly Doktorantce zeby okresli¢c (w dosy¢ nietypowy sposob) jego
strukture i zaliczy¢ go do mannanoéw. Kolejny rozdzial Wynikéw prezentuje rezultaty prac nad
optymalizacjg procedur otrzymywania i oczyszczania OMV YeO3. Roézne podejscia do tego
zagadnienia doprowadzily do pojawienia si¢ w pracy doktorskiej mgr Pauli Czyszczon wielu frakcji
pecherzykéw (oznaczonych: OMVi, OMVy, OMVia, OMVig). Z jednej strony, wielos¢ frakcji
OMYV utrudnia $ledzenie dalszego opisu badan, jednak z drugiej strony pozwala na wglad jaki wpltyw

na ostateczny wynik badan ma zastosowana procedura izolacji OMV. Ostatecznie, do wigkszosci




analiz wykorzystano pecherzyki oczyszczone metoda ultrafiltracji przeptywowej (frakcja OMVina)

lub te doczyszczone przez ultrawirowanie w gradiencie gestosci jodiksanolu (frakcja OMVys).

Stopien czysto$ci ma szczegélne znaczenie przy badaniach immunologicznych. Charakterystyka

pecherzykéw i ich wytwarzania to kolejne wyzwanie ze wzgledu na wielo$¢ preparatow (i chemotypy,

i temperatury hodowli) oraz wielos¢ parametréw do oznaczenia (Srednice i ich rozklad, zawartos¢

biatka, zawarto$¢ LPS oraz charakterystyka antygendw obecnych w membranie pecherzykow — to

zadanie bylo najbardziej pracochtonne). Dopiero po tak rozleglej charakterystyce preparatow

Doktorantka przystgpita do badafi immunologicznych. Realizowala je systematycznie poczawszy od

okreSlenia wplywu OMVus na ekspresj¢ genow interleukin prozapalnych, oceng wrazliwosci

szczepow Y. enterocolitica O:3 na bakteriobojcza aktywnos¢ surowicy (NHS), oceng zdolnosci OMV
do hamowania tej aktywnosci, zeby w koncu przejsé do okreslenia zdolno$ci OMV do aktywacji
uktadu dopelniacza. Doktorantka dowiodta mozliwosci aktywacji dopelniacza przez OMV YeO3
kazda z trzech mozliwych drog ze szczegdlnym wskazaniem na szlak lektynowy i mozliwos¢ jego
aktywacji przez polimer termostabilny, oporny na dzialanie proteazy i DNA-zy, ktéry pokrywa
powierzchnie pecherzykow (prawdopodobnie jest to opisany wczesniej mannam). Ostatni opisany
pakiet do$wiadczen dotyczyt okreslenia do jakich tkanek przemieszczajg si¢ podane dootrzewnowo

OMYV YeO03. Wyliczam tutaj wszystkie podjgte przez Doktorantke dziatania, jedynie w celu wskazania

na wielowatkowo$¢ przeprowadzonych badan i jednoczesnie na wysilek jaki zostal wlozony przez

Doktorantke, Panig Promotor i wspoOlpracownikéw (wskazanych w podzigkowaniach) w realizacje

tego zadania.

W tym rozdziale mozna znalez¢ wiele drobnych bleddéw i uchybien stylistycznych. Zwracam
uwage na niektore z nich i jednocze$nie kieruje kilka pytan do Doktorantki:

Str. 96 Ryc. 15a; Wzory strukturalne LAII-P oraz LAII sg identyczne.

Str. 97; ,,Hodowle bakteryjng prowadzono 8 dni”, zas w Materiatach i Metodach czas ulegl skroceniu
do 6 dni.

Str. 107; Brakuje tutaj (albo w rozdziale Materialy i Metody) opisu, na jakiej zasadzie dziala zestaw
ExoBacteria OMYV Isolation Kit. Podobna uwaga dotyczy metody pozyskiwania EPS. W przypadku
tego ostatniego sa podane tylko odno$niki do odpowiednich publikacji.

Na stronie 116 pojawia si¢ wielokrotnie nietypowy zapis odchylen standardowych.

Str. 111; dwukrotnie jest mowa o ,,biatku OmpC/F” — czy nie s3 to dwa podobne biatka OmpC i OmpF
(tzw. ,,duza” i ,,mata” poryna).

Str. 1211 122; Tabela 17; Czy tak duze réznice w wydajnosci OMV (w przeliczeniu na biatko) nie

Swiadczg o braku optymalizacji metody?
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Str. 128 1 129; Ryc. 24 i 25 Na wszystkich chromatogramach przedstawiajacych rozdzialy materiatu
uzyskanego po kwasnej hydrolizie OMV pojawiaja si¢ piki tuz przed 20 min. Jakie substancje one
reprezentujg?

Str. 130; Dlaczego na widmie NMR OMYV S 37°C sygnat H4 jest bardzo wysoki w poréwnaniu do np.
sygnatéw H1 i H3?

Str. 131 i w innych miejscach rozprawy; Zapisy [M+H+Na]*, [M-H,O+H+Na]" sa niepoprawne. Przy
zatozeniu (zwyczajowym), ze M to masa czgsteczkowa zwigzku, a H i Na to proton 1 jon sodowy,
przedstawiony jon pseudomolekularny powinien by¢ dwudodatni.

Str 132; Jak acetonitryl (rozpuszczalnik) moze by¢ zanieczyszczeniem w technice MALDI? Po
nakropleniu acetonitrylu na ptytke MALDI, acetonitryl odparowuje i do Zrédla jondw trafia juz
sucha ptytka.

Str. 133, Ryc. 28; Nie mozna napisa¢ ,kwas tetradekanowy nasycony” i ,kwas tetradekanowy
nienasycony”’. Sama nazwa ,,kwas tetradekanowy” wskazuje, ze jest to kwas nasycony.

Str. 147, Ryc. 34 b); O$ pozioma (X) ma identyczne oznaczenia z oznaczeniami na panelu obok
wykresu (po prawej stronie wykresu)

Str. 154 i Ryc 38; Skrot ,,DiD” nie zostat umieszczony w wykazie skrotow.

Str. 160, Ryc. 41; Rycina jest nieczytelna, a pod nia pozostato prawie p6t strony pustej. Btad w edycji
manuskryptu.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka omawia oryginalne wyniki uzyskane w trakcie realizacji
grantu NCN OPUS 16 ,,0ddziatywanie gospodarz-patogen: bakteryjne pecherzyki bltony zewnetrznej
jako tarcza dla uktadu dopelniacza”, w ramach ktorego powstala przedlozona do oceny praca
doktorska. Dyskusja zostata przeprowadzona w sposéb spojny i systematyczny, a kolejnos$é
omawianych zagadnien jest skorelowana z kolejnoscig opisanych eksperymentow. Doktorantka
wykazata si¢ bardzo dobrag znajomoscig literatury naukowej, dotyczacej badan nad pecherzykami
bakteryjnymi i potrafita rzeczowo i krytycznie poréwnaé dane literaturowe z wynikami swoich badan.
Uwazam, ze dyskusja jest rozdziatem najlepiej napisanym i dopracowanym w catym doktoracie. Mimo
takiego stwierdzenia proszg, Zzeby doktorantka przeredagowata i przedstawila (moze w trakcie
publicznej obrony) w sposéb mozliwie prosty wniosek czwarty (zaczynajacy si¢ u dotu strony 165), a
dotyczacy charakterystyki pecherzykdéw. W zaprezentowanej formie ten wniosek jest niezrozumiaty.
Jednoczes$nie wniosek pierwszy, odnoszacy si¢ do weryfikacji struktur chemotypu Re i Rd1 (strona
162), wedlug mojej opinii jest nie do konica uprawniony. Postulowanie istnienia struktur typu Kdoz-
Kdos , ktore przetrwaly warunki hydrolizy kwasem octowym 1 wykrywane sg jedynie metodg ESI-MS

jest przedsiewzigciem bardzo ryzykownym. Mysle, ze duzo prostszym wytlumaczeniem byloby
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przyjecie zatozenia tworzenia si¢ klastrow czasteczek o wzorze Kdox gdzie x przyjmuje wartosci > 2
(wyniki w tabelach od 5 do 8). Dobrym przyktadem tworzenia si¢ klastrow jest wykorzystanie fosforu
(P) lub jodku cezu (Csl) do kalibracji spektrometrow mas. Odmiennie (zgodnie z wnioskami
Doktorantki) nalezy podchodzi¢ do liczby reszt heptozowych obecnych w chemotypie Rd1. Kolejny
wniosek (ponizej, wniosek nr 2) w tej czesci dyskusji jest jedynym pozostawionym bez wyjasnien w
catym rozdziale.

Whioski koncowe

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego, jakim bylo: i) charakterystyka fizykochemiczna pegcherzykéw blony zewnetrznej
wytwarzanych w réznych warunkach termicznych przez cztery chemotypy Y. enterocolitica O:3, i1)
charakterystyka porownawcza gtdéwnych antygendéw powierzchniowych (LPS/LOS) syntetyzowanych
przez Y. enterocolitica O:3 z pulg antygenéw obecnych w membranach pgcherzykéw btonowych
wytwarzanych przez te bakterie, iii) badanie oddzialywania otrzymanych pecherzykéw z ludzkim
uktadem dopetniacza oraz iv) badanie in vivo dystrybucji pecherzykéw btonowych w tkankach myszy.
Wykonana i napisana przez Panig mgr Paul¢ Czyszczon praca doktorska wskazuje na duza wiedze
Doktorantki, szczegolnie w zakresie immunologicznej odpowiedzi na zakazenia, oraz umiejetnosé
prowadzenia badan naukowych samodzielnie i w kooperacji z innymi naukowcami. Poczynione przeze
mnie uwagi krytyczne odnoszg si¢ glownie do formy prezentacji wynikow i nie umniejszajg wartosci
naukowej przedtozonej rozprawy. Mam nadziej¢, ze wyniki zawarte w doktoracie Pani mgr Pauli
Czyszczon zostang w niedtugim czasie opublikowane i w ten sposob dostepne dla szerokiego grona
naukowcow.

Warto zauwazy¢, ze mgr Paula Czyszczon jak na tak mtodg osobg moze pochwali¢ si¢ duzym
doswiadczeniem zawodowym, gdyz jako wykonawca uczestniczyta w realizacji az szesciu projektow
badawczych. Uzyskane wyniki prezentowata na trzech konferencjach mig¢dzynarodowych i jest
wspoétautorkg jednej publikacji.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze cel pracy doktorskiej Pani mgr Pauli Czyszczon zostat
osiggniety, a przedlozona do oceny rozprawa spelnia wymagania stawiane ustawowo i zwyczajowo
pracom doktorskim, w tym warunki okre$lone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023 poz. 742 z pézn. zm.). Przedkladam zatem Wysokiej Radzie
Naukowej IITD PAN we Wroctawiu wniosek o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Pauli
Czyszczon do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora oraz o dopuszczenie

Jej do publicznej obrony.
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