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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Urszuli Wnorowskiej pt. “Potencjat terapeutyczny peptydu LL-37 oraz jego
syntetycznych analogéw w terapii zakazern wywotanych przez lekooporne szczepy pateczek Gram-
ujemnych” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Roberta Buckiego z Samodzielnej Pracowni Technik

Mikrobiologicznych i Nanobiomedycznych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Opornoé¢ bakterii na antybiotyki oraz chemioterapeutyki przeciwbakteryjne towarzyszy stosowaniu
powyzszych lekéw, ograniczajac ich skutecznos¢ terapeutyczng. Pojawia sig zazwyczaj po kilku-, kilkunastu
latach klinicznego zastosowania leku przeciwbakteryjnego. Wystepowanie szczepdw opornych sprawia, ze
infekcje bakteryjne ponownie stajg sig zagrozeniem. Szerzaca sie opornos¢ na leki przeciwbakteryjne jest
przypisywana naduzywaniu i niewfasciwemu stosowaniu tych lekdw, a takze brakowi nowych lekéow
opracowywanych przez przemyst farmaceutyczny. Szacuje sig, ze w Europie kazdego roku wystepuje ok.
400 000 zakazen i 25000 zgondw z powodu infekcji najczestszymi bakteriami opornymi na wiele lekow
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa). Wsréd powyzej wymienionych patogenow znajduja sie dwa, tj.
Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa, ktére sg podstawa zainteresowan badawczych mgr U.
Whnorowskiej. Dlatego tez temat badawczy podjety przez Doktorantke nalezy uznac za w petni aktualny,
poswiecony poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych wobec antybiotykoopornych szczepow
bakteryjnych, tj. okreslenia aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu LL-37 oraz ceragenin CSA 13 i CSA-131.
Nalezy réwniez podkreslié, ze zatozenia rozprawy doktorskiej znalazty uznanie ekspertow Narodowego
Centrum Nauki, badania stanowigce podstawe przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej byty
finansowane z funduszy Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu PRELUDIUM pt.
,Immunomodulujace dziatanie katelicydyny LL-37 i jej amfipatycznych analogédw w procesie zapalnym btony

$luzowej w zakazeniach drég moczowych”.

Na rozprawe doktorska mgr Urszuli Wnorowskiej sktadaja sig¢ trzy opublikowane prace, w tym dwie w
renomowanych czasopismach: dwie prace oryginalne - 1) Wnorowska U, Niemirowicz K, Myint M, Diamond
SL, Wréblewska M, Savage PB, Janmey PA, Bucki R. Bactericidal activities of cathelicidin LL-37 and select
cationic lipids against the hypervirulent Pseudomonas aeruginosa strain LESB58. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy. 2015, 59:3808-3815 (IF=4,415) oraz Wnorowska U, Piktel E, Durnas B, Fiedoruk K, Savage

PB, Bucki R. Use of ceragenins as a potential treatment for urinary tract infections. BMC Infectious Diseases,



2019, 19:369 (IF 2,949) oraz jedna praca przeglagdowa — Wnorowska U, Watek M, Durna$ B, Giuszek K,
piktel E, Niemirowicz K, Bucki R. Zewngtrzkomérkowy DNA jako istotny sktadnik oraz cel terapeutyczny
biofilmu bakteryjnego; Extracellular DNA as an essential component and therapeutic target of microbial
biofilm. Studia Medyczne, 2015, 31:132-138. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem,
jej udziat w powstaniu poszczegdlnych prac wynosi odpowiednio: 60%, 70% oraz 65%, co zostato
potwierdzone przez pozostatych wspotautorow poszczegdlnych prac. Ponadto przedfozona do oceny praca
zawiera wstep, oméwienie prac sktadajacych sie na pracg doktorska sktadajgce sie z przedstawienia celu

pracy, materiatéw i metod, wynikéw oraz wnioskow jak rowniez streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

We wstepie Doktorantka przedstawita problemy epidemiologiczne zwigzane z zakazeniami wywotanymi
przez lekooporne szczepy pateczek  Gram-ujemnych, scharakteryzowata naturalne peptydy
przeciwbakteryjne jako istotng sktadowa obrony przeciwbakteryjnej oraz omdwita mozliwosci zastosowania
naturalnych peptydéw przeciwbakteryjnych jako potencjalnych lekéw w zakazeniach lekoopornymi
szczepami pateczek Gram-ujemnych. Informacje przedstawione we wstepie uzasadniajg w petni zakres

badan stanowigcych podstawe pracy doktorskiej opracowanej przez mgr Urszulg Wnorowska.

W oparciu o przestanki zawarte we wstepie i pracy poglagdowej Doktorantka sformutowata nastepujace cele
pracy doktorskiej: 1) ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej naturalnego peptydu LL-37 oraz jego wybranych
syntetycznych analogéw z rodziny ceragenin w stosunku do formy planktonicznej wieloopornych bakterii
Gram-ujemnych, jak i wytwarzanego przez nie biofilmu; 2) ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydu
LL-37 oraz ceragenin w obecnosci naturalnych polielektrolitow takich jak DNA, F-aktyna oraz bakteriofagéw
Pf1; 3) ocena wptywu peptydu LL-37 oraz ceragenin na strukturg btony komdrkowej Pseudomonas

aeruginosa oraz 4) ocena wewnatrzkomdrkowej aktywnosci przeciwbakteryjnej badanych zwigzkow.

Dla zrealizowania postawionych celéw Doktorantka przeprowadzita badania na szczepach bakteryjnych P.
aeruginosa izolowanych z plwociny pacjentéw chorych na mukowiscydozg, P. aeruginosa Xen 5, P.
aeruginosa LASB58 jak rowniez szczepch E. coli izolowanych od pacjentdw z zakazeniem uktadu
moczowego. W celu okreélenia minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii oraz minimalnego
stezenia bakteriobdjczego zastosowano metode seryjnych rozciefczer oraz test zliczania kolonii. Test
zliczania kolonii wykonano réwniez w $rodowisku polielektrolitow (DNA, F-aktyna, bakteriofag Pf1).
Stosujac metode wybarwiania fioletem krystalicznym z detekcjg chemiluminescencyjng okreslono wptyw
badanych peptydéw na tworzenie biofilmu. Metode dynamicznego rozproszenia Swiatta z detekcja
spektroskopowa zastosowano do oceny tworzenia agregatéw badanych polielektrolitow. Zastosowanie

mikroskopii sit atomowych umozliwito ocene wptywu badanych peptydéw na strukturg powierzchni



komorek bakteryjnych (P. aeruginosa LASB58). Zywotnos¢ bakterii oraz komérek pecherza moczowego
(T24) oceniano testem MTT. W stosunku do izolatéw E. coli oceniano rowniez wewnatrzkomaérkowa
aktywnosé¢ przeciwbakteryjng badanych peptydéw. Jako zwigzki referencyjne w badaniach zastosowano
tobramycyne i doksycykling. Nalezy stwierdzi¢, ze sposéb zaplanowania badan oraz ich realizacja $wiadczg o
bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu Doktorantki. Wynikajq one rowniez z dtugotrwatej pracy i
doéwiadczenia w obszarze prowadzonego badania promotora prof. Roberta Buckiego, ktory jest uznanym
ekspertem w dziedzinie. W planowaniu badania by¢ moze powinno si¢ uwzglednic wptyw badanych
peptydéw w stosunku nie tylko do komérek nowotworowych (zastosowanych przez Doktorantke komdrek
raka pecherza moczowego T24), lecz réwniez komérek natywnych (np. ludzkich fibroblastow z pecherza
moczowego, ATCC). Do wyjasnienia pozostajg rowniez metody statystyczne zastosowane w analizie danych.
W rozdziale 5.2.6 Doktorantka wskazuje na zastosowanie t-testu Studenta (okreslonego btednie jako test t-
studenta), natomiast w publikacji dotyczacej P. aeruginosa wymieniona jest analiza wariancji (ANOVA) z
korekta Boniferroniego, praca poswigcona E. coli nie wymienia zadnej metody statystycznego opracowania

wynikow.

Po przeprowadzeniu szeregu dobrze zaprojektowanych doswiadczeri Doktorantka wykazata m.in., ze
cerageniny CSA-13 i CSA-131 wykazujg znacznie silniejszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec szczepow E.
coli oraz P. aeruginosa w odniesieniu do naturalnej katelicydyny — peptydu LL-37, jak rowniez doksycykliny i
tobramycyny; polielektrolity: DNA i F-aktyna oraz bakteriofag Pfl hamuja aktywno$¢ bakteriobojcza
peptydu LL-37, w przeciwieristwie do braku hamujacej aktywnoséci wobec ceragenin CSA-13 oraz CSA-131;
zmniejszenie zdolnosci tworzenia biofilmu przez E. coli oraz P. aeruginosa LESB58 pod wptywem ceragenin
CSA-13 oraz CSA-131; skojarzone zastosowanie peptydu LL-37 oraz badanych ceragenin nasila dziatanie
bakteriobdjcze wobec form planktonicznych, biofilmu bakteryjnego oraz aktywnosci wobec
wewnatrzkomérkowych E. coli. Wyniki czeéci doswiadczalnej pracy doktorskiej opublikowano w
renomowanych czasopismach Antimicrobial Agents and Chemotherapy (badania dotyczace P. aeruginosa)

oraz BMC Infectious Diseases (wyniki dotyczace E. coli).

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka przedstawita sze$¢ wnioskéw: 1. Cerageniny wykazuja
znacznie silniejszg aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec klinicznych szczepdw E. coli, wysoce opornych
szczepOw P. aeruginosa, jak rowniez przeciw hiperwirulentnemu szczepowi LESB58, w porédwnaniu do
naturalnego peptydu LL-37, czy konwencjonalnych antybiotykdw; 2. Aktywnos¢ bakteriobdjcza peptydu LL-
37 jest hamowana w obecnosci bakteriofagéw Pf1; 3. Obecno$¢ naturalnych polielektrolitow, w tym DNA i
F-aktyny, a takze bakteriofagéw Pfl nie wptywa na aktywnos¢ przeciwbakteryjng ceragenin CSA-13 oraz

CSA-131; 4. Cerageniny CSA-13 oraz CSA-131 skutecznie zapobiegajg tworzeniu sie biofilmu przez E. coli,



oraz P. aeruginosa LESB58, rowniez w obecnosci czynnikéw stymulujacych jego formowanie; 5.
Zastosowanie peptydu LL-37 w kombinacji z cerageninami skutkuje nasileniem efektywnosci béjczej
przeciwko E. coli zaréwno w stosunku do formy planktonicznej jak i biofilmu bakteryjnego; 6. Kombinacja
peptydu LL-37 z cerageninami wykazuje silniejszy efekt bdjczy w poréwnaniu do samych $rodkéw
przeciwbakteryjnych, w przypadku wewngtrzkomérkowych szczepéw E. coli. Sformutowane przez
Doktorantke wnioski dobrze oddajg uzyskane wyniki, wynikaja bezposrednio z analizy wynikéw uzyskanych
w czasie realizacji bada. We wnioskach brak jest jednakze stwierdzenia, ze badane polielektrolity (DNA i F-
aktyna oraz bakteriofag Pfl) hamujg aktywnos$¢ bakteriobdjcza peptydu LL-37, co rdinicuje powyiszy
peptyd od ceragenin CSA-13 oraz CSA-131 (we wnioskach wspomniano jedynie o bakteriofagu Pf1). Nalezy
rowniez zwroci¢ uwage, ze analiza danych dotyczacych oddziatywania badanych peptydéw z E. coli nie

zostata poparta analizg statystyczng, co nalezatoby uwzglednic.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sg oryginalnym
osiggnigciem Autorki, ktéra dobrze opanowata nietatwy warsztat badawczy i wykazata dobre merytoryczne
przygotowanie. Uwazam, ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowosci naukowych i w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Dlatego tez zwracam sie¢ do Rady Wydziatu
Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim w Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Urszuli Wnorowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy, docenionej réwniez
przez grono migdzynarodowych ekspertéw, wnioskuje o wyréznienie pracy summa cum laude. Wyniki pracy
opublikowano w renomowanych czasopismach o zasieggu miedzynarodowym: Antimicrobial Agents and

Chemotherapy (IF=4,415) oraz BMC Infectious Diseases (IF 2,949).
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