Poznan, dnia 26.04.2019r.

Recenzja
osiggniecia naukowego i dorobku naukowego
w postepowaniu w sprawie nadania stopnia naukowego doktora
habilitowanego dr Katarzyny Niemirowicz-Laskowskiej
w dziedzinie nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna

Dr Katarzyna Niemirowicz-Laskowska ukonczyta w 2011 roku studia na
Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu w Bialymstoku, uzyskujgc
tytul zawodowy magistra chemii. Ponadto, w 2012 roku ukonczyla studia na
Wydziale Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej i uzyskata
tytul zawodowy magistra analityki medycznej. W latach 2011-2014 odbywata
studia doktoranckie na Wydziale Lekarskim z Oddziatem Stomatologii i
Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku i od 2015 roku jest adiunktem w Samodzielnej Pracowni Technik
Mikrobiologicznych i Nanobiomedycznych UM w Biatymstoku. Dr Katarzyna
Niemirowicz-Laskowska uzyskata w dniu 24.09.2014 roku na Uniwersytecie
Medycznym w Biatymstoku stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie —
biologia medyczna na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Ocena efektow
dzialania nanoczgstek magnetycznych jako nosnikéw lekéw w modelach
doswiadczalnych” (promotor: prof. dr hab. Halina Car).

Efektem pracy badawczej dr Katarzyny Niemirowicz-Laskowskiej jest
wspolautorstwo 15  publikacji oryginalnych (z wylaczeniem publikacji
osiggniecia naukowego) oraz 9 — pogladowych, posiadajacych IF. Sumaryczny
IF dorobku naukowego wraz z publikacjami osiagnigcia naukowego i
publikacjami pogladowymi wynosi IF=101,672, liczba punktow MNiSW=1000.



Aktywnos¢ naukowa dr Niemirowicz-Laskowskiej wyraza sie
kierownictwem 4 projektéw badawczych (Fundacji Polpharmy, Sonata — NCN,
MNSIW oraz Preludium — NCN). Ponadto, otrzymata otrzymata stypendium
Start Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (2016).

Tematyka naukowa Kandydatki koncentruje si¢ na badaniach nowych
zastosowan medycznych utworzonych réznych typdw nanosystemow
magnetycznych. W ocenie dorobku naukowego dr Niemirowicz-Laskowskie]
zwraca uwage konsekwencja podejmowania ukierunkowanych dziatan i coraz
bardziej zaawansowane badania doswiadczalne. Efektem intensywnego rozwoju
nanotechnologii jest uzyskanie nanoczastek srebra, ztota i miedzi, ktére cechujg
si¢ wlasciwosciami  przeciwdrobnoustrojowymi. Z kolei, nanoczastki
magnetyczne sg aktualnie wykorzystywane w medycynie, przede wszystkim w
diagnostyce i niektérych rodzajach terapii przeciwnowotworowej. W ostatnich
latach podejmowane sg proby badawcze utworzenia nowych wielofunkcyjnych
nanoczastek magnetycznych, co moze pozwoli¢ na rozszerzenie zastosowan
tych nanosystemow magnetycznych w medycynie. W tym kontekscie,
analizowanie ich wlasciwosci in vitro jest szczegblnie istotne, stad réwniez
konieczno$¢ gruntownej oceny prezentowanych badan.

Zgodnie z obowigzujaca ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym,
dr Katarzyna Niemirowicz-Laskowska przedstawita osiggniecie naukowe pt.
,Nanoczasteczki magnetyczne jako efektywne transportery zwigzkéow o
aktywnosci blonowej”, obejmujace zestaw czterech publikacji o lacznym
IF=18,551 oraz liczbie punktéw MNiSW=145,00 W skiad w/w zestawu
wchodzg nastgpujace publikacje:

1. Niemirowicz K, Surel U, Wilczewska AZ, Mystkowska J, Piktel E, Gu X,
Namiot Z, Kutakowska A, Savage PB, Bucki R. Bactericidal activity and
biocompatibility of ceragenin-coated magnetic nanoparticles. J
Nanobiotechnology : 2015, May 1; 13: 32
(IF=4,239; MNiSW=35,00)

2. Niemirowicz K, Prokop I, Wilczewska AZ, Wnorowska U, Piktel E,
Watek M, Savage PB, Bucki R. Magnetic nanoparticles enhance the
anticancer activity of cathelicidin LL-37 peptide against colon cancer
cells. Int J Nanomedicine : 2015, Jun 4; 10: 3843-53
(IF=4,320; MNiSW=35,00)



3. Niemirowicz K, Piktel E, Wilczewska AZ, Markiewicz KH, Durna$ B,
Watek M, Puszkarz I, Wroblewska M, Nikliniska W, Savage PB, Bucki R.
Core-shell magnetic nanoparticles display synergistic antibacterial effects
against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus when
combined with cathelicidin LL-37 or selected ceragenins. Int J
Nanomedicine : 2016, Oct 19;11: 5443-5455
(IF=4,300; MNiSW=35,00)

4. Niemirowicz K, Durnas B, Tokajuk G, Gluszek K, Wilczewska AZ,
Misztalewska I, Mystkowska J, Michalak G, Sodo A, Watek M,
Kiziewicz B, Gwo6zdz S, Gluszek S, Bucki R. Magnetic nanoparticles as a
drug delivery system that enhance fungicidal activity of polyene
antibiotics. Nanomedicine : 2016 , Nov; 12(8) : 2395-2404

(IF= 5,720; MNiSW=40,00)

Trzy prace z powyzszego zestawu (P1, P3, P4) dotyczg oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej in vitro opracowanych nanosysteméw, podczas gdy
praca P2 analizuje in vitro ich oddzialywanie antyproliferacyjne oraz
proapoptyczne wobec komoérek nowotworowych.

Praca P1 koncentruje si¢ na badaniach wiasciwosci przeciwbakteryjnych
nanoczastek magnetycznych MNP potaczonych chemicznie za posrednictwem
wigzania iminowego z zsyntetyzowanym kationowym lipidem — ceragenina
(CSA-13). W warunkach in vitro analizowano aktywno$¢é bakteriobdjcza wolne;j
CSA-13, MNP oraz potagczen MNP - CSA-13 wobec tylko trzech nie
zdefiniowanych wzgledem ich lekoopornosci, szczepéw Pseudomonas
aeruginosa (Pseudomonas aeruginosa Xen 5, Pseudomonas aeruginosa PAOL1 i
Pseudomonas aeruginosa PAO14) oraz tworzonego przez te pateczki biofilmu.
Ponadto, testowano aktywno$¢ hemolityczng w/w preparatéw wobec ludzkich
erytrocytow. W pracy wykazuje si¢, ze maksymalny efekt bojczy wobec
badanych szczepoéw i tworzonego biofilmu wywiera uzyskany nanosystem MNP
- CSA-13. Jednak, w ocenie efektywnosci zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych, stosuje si¢ standardowo oznaczenia minimalnego
stezenia hamujgcego (MIC), a w wybranych przypadkach takze — minimalnego
stgzenia  bakteriobojczego (MBC) oraz w  analizie aktywnosci
przeciwbiofilmowej — minimalnego stezenia hamujgcego biofilm (MBIC).
Szkoda zatem, ze tych wartosci w pracy nie okreslono. Ponadto, stwierdzona



zalezno$¢ uwalniania zimmobilizowanej CSA-13 od $rodowiska kwasnego (pH
ponizej 6) budzi powazne watpliwosci, co do zastosowan tego zwigzku u ludzi
(np. pH krwi ludzkiej ponizej 6,9 stanowi przeciez zagrozenie zycia).

W pracy P3 zastosowano 3 typy nanosystemow na bazie MNP (z uzyciem
czasteczek zlota — MNP-Au, aminosilanu — MNP-NH; lub polimerowe;j
pochodnej z terminalnymi grupami IV-rzedowej soli amoniowej — MNP-PQAS)
w badaniach nad przeciwbakteryjnym oddzialywaniem katelicydyny (LL-37)
oraz wybranych syntetycznych ceragenin (CSA-13 i CSA-131), jak rowniez
klasycznych antybiotykéw — wankomycyny i kolistyny. Oznaczajgc wartosci
MIC, MBC dla tych preparatow oraz obliczajac wspdtczynniki FIC i FBC w
ocenie efektywnosci ich polaczen, zanalizowano aktywnos¢ badanych zwigzkow
wobec dwoch szczepow klinicznych: Staphylococcus aureus Xen30 i
Pseudomonas aeruginosa XenS, a takze wytwarzanego przez te izolaty
biofilmu. Jednak szkoda, ze zdefiniowany w tej pracy szczep jako MRSA budzi
watpliwosci. Z tabeli 1 przeciez wynika, ze MIC wankomycyny dla tego izolatu
wynosit 4 pg/ml. Oznacza to, ze przypuszczalnie izolat ten nalezy do szczepow
o obnizonej wrazliwosci na glikopeptydy (GISA), co nalezalo uwzglednié¢ w
interpretacji uzyskanych wynikéw. Z kolei, szczep Pseudomonas aeruginosa
Xen5 byt wrazliwy na kolistyne (MIC=1pg/ml). Szkoda, ze w badaniach nie
zastosowano rowniez szczepdéw wzorcowych. Praca dokumentuje istotne
oddzialywanie przeciwbakteryjne ceragenin (CSA-13 i1 CSA-131) wobec
analizowanych szczepow oraz bardzo stabg aktywno$¢ opracowanych trzech
typow nanosysteméw (np. jak wykazuje tabela 1, MNP-Au lub MNP-NH;
charakteryzowaly si¢ 16-krotnie nizszg aktywnoscig od wankomycyny oraz
MNP-PQAS 32-krotnie nizsza aktywnoscia wobec Staphylococcus aureus
Xen30, a takze odpowiednio — 16-krotnie, 128-krotnie i 64-krotnie mniejsza
efektywnosciag od kolistyny wobec Pseudomonas aeruginosa Xen5). Jednak,
mimo bardzo wysokich réznic w aktywnosci przeciwbakteryjnej pomiedzy
opracowanymi typami nanosystemow i badanymi peptydami oraz antybiotykami
(wankomycyna, kolistyna), w pracy w oparciu o wyniki wspdtczynnika
FIC/FBC wskazuje si¢ na addycyjnos¢ lub nawet synergizm zastosowanych
polaczen z LL-37, badanymi cerageninami, wankomycyng lub kolistyna.
Nasuwaé sie moze zatem przypuszczenie, ze chodzi o synergizm
hiperaddycyjny, co wydaje sie watpliwe. Dlatego szkoda, ze oprécz wartosci
FIC/FBC nie podano poszczego6lnych wynikéw MIC analizowanych preparatéw,
co uwiarygodnitoby przedstawione dane. Ponadto, publikacja zawiera istotny
blad merytoryczny. Wankomycyna w kontrascie do kolistyny, przeciez nie
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stanowi antybiotyku aktywnego blonowo, lecz podstawowym jego
mechanizmem dziatania jest hamowanie syntezy $ciany komoérkowe;.

Praca P4 koncentruje si¢ na badaniach in vitro aktywnosci
przeciwgrzybiczej opracowanych nanosysteméw MNP w polaczeniu z
antybiotykiem polienowym (amfoterycyny B lub nystatyny) — MNP-AMF i
MNP-NYS wobec klinicznych 6 szczepow gatunku Candida albicans, 3
izolatow Candida glabrata i 1 — Candida tropicalis. Przedstawione dane na
podstawie oznaczen MIC, MFC oraz MBIC dokumentuja zwigkszona
aktywno$¢ amfoterycyny B i nystatyny w formie zimmobilizowanej wobec
analizowanych szczepow Candida. Ponadto, w publikacji wskazuje sie, ze MNP
w odroznieniu od wolnej amfoterycyny B, inaktywuje katalaze (Cat-1) w
komoérkach Candida glabrata. Jednak w ostatnich latach udokumentowano, ze
amfoterycyna B nie tylko oddziatywuje destrukcyjnie na komorki Candida
wskutek  bezposredniego laczenia sie z ergosterolem ich blony
cytoplazmatycznej, ale takze poprzez indukcje oksydacyjnej reakcji stresowej,
co wigze sie z redukcja aktywnosci Cat-1. Jednak tego efektu w prezentowanych
badaniach nie stwierdzono, co budzi watpliwosci recenzenta.

W pracy P2 przeprowadzono badania in vitro oddziatywania
antyproliferacyjnego oraz proapoptycznego naturalnej katelicydyny (LL37), a
takze syntetycznej cerageniny (CSA13) w formie wolnej oraz zimmobilizowanej
z uzyciem MNP wobec komoérek gruczolakoraka jelita grubego linii DLD-1 i
HT-29. Aktywno$¢ powyzszych zwigzkéw analizowano, stosujgc test
proliferacji komorek z radioaktywna tymidyng, test cytotoksycznosci z
zastosowaniem MTT, badania apoptozy komorek metoda flurescencyjna.
Ponadto, z uzyciem mikroskopii konfokalnej dokonano oceny internalizacji
badanych zwigzkéw do komorek nowotworowych. W pracy wykazano, ze
utworzone  nanosystemy (MNP-LL-37 oraz MNP-CSA-13) istotnie
oddziatywujg supresyjnie wobec komoérek gruczolakoraka jelita grubego,
hamujac ich wzrost oraz indukujac apoptoze. Uzyskane wyniki moga mie¢
znaczenie praktyczne, uzasadniajac kontynuacje poszukiwan nowych strategii
terapii przeciwnowotworowej. Jednak szkoda, ze w przeprowadzonych
badaniach nie uwzgledniono analizy wybranych genéw zwigzanych z
proliferacjag i apoptoza komoérek linii DLD-1 i HT-29, co pozwolitoby
zanalizowaé wptyw w/w nanosystemow na cykl komérkowy. Ponadto, uzycie w
badaniach takze zdrowych komérek ludzkich, np. nablonka okreznicy byloby



istotne dla potwierdzenia prezentowane] wyjgtkowosci oddziatywania
opracowanych nanosysteméw wzgledem komoérek rakowych.

Sumujgc, na podstawie szczegblowo przeprowadzonej analizy
stwierdzam, ze dr Katarzyna Niemirowicz-Laskowska rozwija zywa dziatalnosé
zawodowg. Posiada interesujacy, ale prezentujacy wiele powtdérzen dorobek
naukowy; obejmuje publikacje reprezentujagce wysoki standard. Jednak
przedstawiony przez dr Katarzyn¢ Niemirowicz-Laskowska zestaw czterech
publikacji dotyczacych mozliwosci zastosowan medycznych opracowanych
nanosystemow zawiera sporo ulomnosci metodycznych i interpretacyjnych.
Dlatego decyzjg, co do przyjgcia przedstawionego zestawu czterech publikacii
jako okreslonego ustawg osiagnigcia naukowego pozostawiam Wysokiej Komisj
Habilitacyjne;.
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