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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Wnorowskiej,
pt. ,Potencjal terapeutyczny peptydu LL-37 oraz jego syntetycznych analogow
w terapii zakazen wywolanych przez lekooporne szczepy

paleczek Gram-ujemnych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Urszuli Wnorowskiej zostata
wykonana w Samodzielnej Pracowni Technik Mikrobiologicznych i Nanobiomedycznych”,
Wydziatu Lekarskiego z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku
Angielskim, Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, pod kierunkiem prof. dr. hab.

Roberta Buckiego, petnigcego funkcje promotora.
Ocena formalna

Praca doktorska Pani mgr Urszuli Wnorowskiej ma forme spdjnego tematycznie
zbioru trzech artykutéw, w tym dwu prac oryginalnych i jednej przegladowej, opublikowanych
w latach 2015-2019 w prestizowych czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym
oraz indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (dwa czasopisma), o sumarycznym
wspotezynniku oddziatywania (ang. Impact Factor; IF) wynoszacym 7,364 oraz punktacji
MNiSW — 80 pkt. We wszystkich publikacjach wiaczonych do doktoratu, Pani mgr U.
Wnorowska jest pierwszym autorem, co $wiadczy o Jej wysokim zaangazowaniu w
przygotowanie prac. Zgodnie z obowiazujacymi przepisami, wspétautorzy artykutow
przedstawili o$wiadczenia, ktére jednoznacznie wskazuja na znaczacy udzial Doktorantki w
powstanie artykutéw stanowigcych doktorat, wynoszacy 60% dla kazdej pracy. Pomimo braku
takiego wymogu, Pani Wnorowska dotaczyta opracowanie w jezyku polskim, w ktérym z duza

precyzja i zwigzlodcig przedstawita najwazniejsze aspekty swojej pracy, co jest w pehni
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wystarczajacym wprowadzeniem do tematyki badawczej recenzowanej rozprawy. W
opracowaniu w sposéb spojny zostaly tez zaprezentowane wyniki badan oraz wnioski. Praca
doktorska zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa doktorska spetnia wymagania formalne ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. Ustaw Nr 154 poz. 1365), stawiane

kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora.
Uwagi ogdine

W mojej ocenie doktoraty w formie spéjnego tematycznie zbioru publikacji sg
niezwykle cenne i ze wszech miar bardzo pozadane. Nie tylko bezposrednio $wiadcza o
wartosci naukowej prowadzonych badan, ale tez znaczaco wplywajg na doskonatos¢ naukowa
Jednostki oraz daja $wiadectwo o poziomie studiéw doktoranckich prowadzonych przez
uczelni¢. Z punktu widzenia doktoranta, wiele méwia o Autorze, wskazuja na systematyczng
pracg przez caly okres przygotowania doktoratu oraz dowodza pasji naukowej. W przypadku
doktoratu Pani mgr Urszuli Wnorowskiej, moja ocena jest zdecydowanie wysoka z dwu
powodéw. Po pierwsze, prace zostaty opublikowane w periodykach o wysokim prestizu,
szczegblnie uznawanych w $rodowisku naukowym, a po drugie doktorat obejmuje prace
pogladowa. Przygotowanie dobrej, wieloaspektowej pracy pogladowej swiadczy o dojrzatosci
naukowej Autorki. Niewatpliwie jest w tym ogromny udziat Jej promotora, prof. dr. hab.
Roberta Buckiego. Wszystkie powyzsze aspekty sprawiaja, ze w osobie Doktorantki upatruje w
petni dojrzatego i ambitnego naukowca, chetnie podejmujacego si¢ trudnych zadan i ambitnych
wyzwan. Bezsprzecznie takim wyzwaniem byto pozyskanie w 2016 r. przez Panig mgr Urszule
Wnorowska grantu Preludium Narodowego Centrum Nauki. Umiejetnos¢  pozyskiwania
srodkéw finansowych na prowadzenie badan nalezy uznaé za niezwykle wazny aspekt pracy
kazdego naukowca, tym cenniejszy, ze podejmowany przez bardzo miodego badacza, na

poczatku drogi zawodowe;.
Ocena szczegoltowa

Aleksander Fleming opisujac w 1928 roku bakteriobdjcze dziatanie penicyliny, nie
mogt przypuszczaé, iz niespelna 20 lat po tym odkryciu, antybiotyki bedg uwazane za
panaceum na wszelkie patogeny bakteryjne i tym bardziej nie mogh przywidzieé, ze juz okoto
90 lat p6zniej wiele bakterii wyksztatci mechanizmy opornosci na antybiotyki, jak i na szereg
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innych chemoterapeutykéw odkrytych w pozniejszym czasie. Niewatpliwie poczatek XXI
wieku to era postepujacej antybiotykoopornosci wsréd bakterii, by przytoczyé Klebsiella
pneumonia  New Dheli, Mycobacterium tuberculosis czy antybiotykooporne szczepy
Pseudomonas  aeruginasa, ktére miedzy innymi byly obiektem badan Doktorantki.
Niezaprzeczalnie zjawisko opornosci na antybiotyki wéréd bakterii stanowi ogromne wyzwanie
dla wspétczesnej medycyny, ale tez dla biologii, farmacji, weterynarii i wymusza poszukiwanie
odmiennych strategii walki z bakteriami. Doktorantka wychodzi naprzeciw temu wyzwaniu i w
swojej pracy przedstawia antybakteryjne oddziatywania naturalnego peptydu katelicydenu LL-
37 oraz jego syntetycznych analogéw w odniesieniu do patogendéw o bardzo duzym znaczeniu
medycznym, jak P. aeruginosa i uropatogenne szczepy Escherichia coli. 7 tego wzgledu
recenzowany doktorat nalezy uznaé za niezwykle interesujace i wieloaspektowe dzieto
naukowe, ktére dostarcza wielu nowych danych odnosnie oddziatywania na bakterie peptydéw
naturalnych, syntetyzowanych podczas inwazji bakteryjnej, jak tez ich aktywnosci w obecnosci
syntetycznych analogéw. Bezsprzecznie s to badania bardzo cenne dla nauk podstawowych,
ktérych zadaniem jest badanie zjawisk w otaczajacym nas $wiecie i mechanizméw rzadzacych
tymi zjawiskami. Jednakze badania Pani mgr. Urszuli Wnorowskiej maja tez potencjat
aplikacyjny, tak w medycynie jak i w wielu dziedzinach bezposrednio lub posrednio
zwigzanych z szeroko rozumiang ochrong zdrowia. Szczegblne znaczenie naukowe podjetej
tematyki wynika z odniesienia badan do patogenéw, wsréd ktérych w ostatnich latach coraz

czgSciej notuje sig wzrastajgcg antbiotykooopornosé, tj. Ps. aeruginosa i E. coli.

W pierwszym artykule wlaczonym do pracy doktorskiej, pt. ,,Bacteriocidal activities of
cathelicidin LL-37 and select cationic lipids against the hypervirulent Pseudomonas aeruginosa
strain LESB58” opublikowanym w 2015 r. w periodyku Antimicrobial Agents and
Chemiotherapy, Doktorantka wraz z zespotem przedstawia bardzo dobrze udokumentowane
wyniki analiz aktywnosci antybakteryjnej pepetydu LL-37 oraz jego syntetycznych pochodnych
przeciwko Ps. aeruginosa. Za niezwykle trafne i cenne jest odniesienie badan do Szczepow,
ktérych aktywnos¢ inwazyjna moze znaczaco wplywaé na wspdtczynnik $miertelnosci wéréd
pacjentéw z mukowiscydozg. Uzyskanie tak wiarygodnych danych bylo mozliwe dzigki
zastosowaniu wielu nowoczesnych technik badawczych, w tym mikroskopii sit atomowych,
oraz odniesieniu analiz do wysokiej liczby klinicznych izolatéw Ps. aeruginosa, migdzy innymi
od pacjentéw z mukowiscydoza. Wyniki tak przekrojowych badan, przedstawione w postaci

czytelnych tabel, szczegétowych rycin oraz wysokiej jakosci fotografii mikroskopowych,
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wskazujag na wysokg aktywno$é peptydu LL-37 oraz Jjego syntetycznych kationowych
pochodnych wzglgdem badanych szczepéw bakteryjnych, powigzanych z mukowiscydoza.
Interesujace, ze dziatanie antybakteryjne dwu syntetycznych produktéw, CSA-13 i CSA-131,
byla utrzymana nawet w obecnosci bakteriofaga Pfl, ktory znosi aktywnos$¢ antybakteryjna
naturalnego peptydu LL-37. Fagi sa czesta przyczyna konwersji fagowych, znaczaco
modyfikujacych wirulentnos¢ patogenéw bakteryjnych. Wyeliminowanie efektu konwersji
fagowej w wyniku dziatania badanych peptydéw, jest niezwykle obiecujace z terapeutycznego
punktu widzenia. Dodatkowo peptydy CSA-13 i CSA-131 limitujg tworzenie biofilméw, co jest

duzym problemem os6b z mukowiscydoza.

Drugi artykul, pt. ,Use of ceragenins as a potential treatment for urinary track
infection”, wiaczony do cyklu publikacji stanowigcych doktorat, zostal opublikowany w
biezacym roku w czasopismie BMC Infectious Diseases. W tej pracy wykazano terapeutyczny
efekt peptydu LL-37 w odniesieniu do uropatogennych szczepow E. coli. Tak jak w przypadku
analiz aktywnosci LL-37 wzglgdem Ps. aeruginosa, stwierdzono wzmozony efekt katelicydyny
LL-37 przeciw bakteriom w obecnosci syntetycznych peptydow CSA-13 i CSA-131. Miedzy
innymi udowodniono, ze CSA-13 wzmocnienia dziatanie peptydu LL-37 wydzielanego przez
komoérki gospodarza zaatakowane przez uropatogenne szczepy E. coli. W rezultacie dochodzi
do odtaczenia patogenu od zaatakowanych komérek, ale tez rozpadu biofilmu, jak i usunigcia
bakterii z zaatakowanych komérek. Tak jak i w poprzedniej pracy dotyczacej Ps. aeruginosa,
badania nad oddziatywaniem LL-37 na E. coli prowadzono z zastosowaniem bardzo dobrze
dobranej metodyki, a wszystkie wyniki przedstawiono w sposéb niezwykle staranny i
usystematyzowany. W tym zakresie niezwykle cenna jest podsumowaniem jest rycina
ilustrujaca spektrum protekcyjnego oddziatywania peptydu LL-37 w obecnosci anologu C-13.
Wage tych badan jest trudno przeceni¢ w $wietle trudnosci terapeutycznych

antybiotykoopornych uropatogennych szczepéw E. coli.

Trzeci artykut wiaczony do dysertacji jest praca pogladowa o tytule ,,Extracellular
DNA as en essential component and therapeutic target of microbial biofilm”, opublikowang w
2015 roku w jezyku angielskim w czasopi$mie Studia Medyczne. W tym opracowaniu
Doktorantka w sposéb niezwykle uporzadkowany przedstawia aktualny stan wiedzy odnosnie
udziatu biofilméw w rozwoju infekcji wystepujacych u ludzi oraz mechanizméw ich tworzenia

przez najczesciej notowane patogeny bakteryjne. Pomimo, ze rola biofilméw w infekcjach

4



bakteryjnych jest sprawg znang, to przedmiotowa praca przedstawia nowe aspekty zwigzane z
udzialem zewnetrznego DNA (eDNA), zaréwno o charakterze eukariotycznym jak i
prokariotycznym, w tworzeniu biofilméw podczas infekcji bakteryjnych. Bezsprzecznie jest to
interesujace  dzieto, szczegélnie z terapeutycznego punktu widzenia, jak tez stanowi
wyznacznik przysziych badan. W tej pracy Doktorantka wykazata sig szczegdlng umiejetnodeia

krytycznej analizy pismiennictwa naukowego.

Whniosek koricowy

Rozprawa doktorska Panin mgr Urszuli Wnorowskiej zawiera wiele interesujacych
wynikéw badan dotyczacych antybakteryjnych wiasciwosci zwigzkéw peptydowych o
charakterze naturalnym oraz ich sztucznych analogéw. Badania zostaly bardzo dobrze
zaplanowane, konsekwentnie zrealizowane, a wyniki zostaty juz opublikowane w prestizowych
czasopismach naukowych. Recenzowana rozprawa ma bardzo wysoki walor naukowy, a wyniki
analiz zaprezentowanych w doktoracie Pani U. Wnorowskiej stanowig wazny wkiad w
poszukiwania alternatywnych metod terapeutycznych przeciw Gram-ujemnym patogenom.
Stwierdzam, ze Doktorat spelnia wszelkie wymogi ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. Ustaw Nr 154 poz. 1365), stawiane
kandydatom ubiegajagcym si¢ o stopien naukowy doktora. Niniejszym wnosz¢ do Rady
Wydzialu Lekarskiego z Odzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku
Angielskim, Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, o dopuszczenie pani mgr Urszuli
Wnorowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzglgdu na ogromna warto$é naukows jak i aplikacyjna badan oraz opublikowanie
otrzymanych wynikéw w periodykach naukowych o zasiggu mig¢dzynarodowym, przedkladam
wniosek o wyroéznienie rozprawy pani mgr Urszuli Wnorowskiej stosowng nagroda,
zgodnie z regulaminem Wydzialu Lekarskiego z Odziatem Stomatologii i Oddziatem
Nauczania w Jezyku Angielskim, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, w zakresie

przyznawania nagréd.
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