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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny bLojewskiej przygotowana zostala na
podstawie decyzji Komisji Uniwersytetu L.6dzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie
nauki biologiczne (pismo z dnia 13.01.2023 w sprawie powolania mojej osoby na recenzenta
w przewodzie doktorskim mgr Eweliny Lojewskiej, podpisane przez Przewodniczaca Komisji
Uniwersytetu Loédzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne

prof. dr hab. Agnieszke Marczak).

Ocena doboru problematyki badawezej i tematu rozprawy
Praca doktorska Pani mgr Eweliny Lojewskiej dotyczy problematyki wykorzystania
roznych systemow ekspresyjnych do produkcji rekombinowanych biatlek o charakterze

przeciwbakteryjnym.



Odkrycie penicyliny przez Sir Alexandra Fleminga w 1928 roku bylo jednym z
rewolucyjnych odkryé w medycynie. Jednak juz w krotkim czasie okazalo sig, ze
wykorzystanie  antybiotykéw niesie ze soba ryzyko rozwinigcia u  bakterii
antybiotykoopornodci. Szacunki przedstawiane przez Swiatows Organizacje Zdrowia (ang.
World Health Organization, WHQ), Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chordb
(ang. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) 1 Organizacjg Wspolpracy
Gospodarczej i Rozwoju, dotyczace liczby zakazen wywotywanych przez bakterie oporne na
antybiotyki oraz liczby zgondéw pacjentdw, ktore powodowane sg brakiem alternatywnej
$ciezki terapeutycznej zakazen sg wysoce alarmujace. Zjawisko antybiotykooporno$ci stanowi
zatem duze wyzwanie medyczne, spotecznie i ekonomiczne. Aby podkresli¢c znaczenie
$wiadomego spoteczefistwa w walce z antybiotykoopornoscia, w 2008 roku Komisja
Europejska na wniosek ECDC ustanowifa dzien 18 listopada jako Europejski Dzien Wiedzy o
Antybiotykach. Z drugiej strony, z uwagi na dynamiczny rozwdj technik biologii molekularnej
i inzynierii genetycznej mozna oczekiwaé, ze te technologie przyczynia si¢ do ztagodzenia
skutkéw antybiotykoopornosci. Uwazam zatem, ze tematyka przedstawiona w pracy
doktorskiej jest niebywale trafna, koresponduje z wyzwaniami wspoétczesnej biomedycyny i

nawigzuje do aktualnej tematyki realizowanej przez wiodgce osrodki naukowe.

Ocena ukladu pracy

Rozprawa doktorska mgr Eweliny Lojewskiej sklada si¢ ze 110 stron wydruku
komputerowego i obejmuje nastepujace rozdzialy: Informacje wprowadzajace: Zrodta
finansowania, Dorobek naukowy, Streszczente, Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki,

Podsumowanie i wnioski, Literatura (35 aktualnych pozyeji), Summary, Introduction, Aim

of the study, Materials and methods, Results, Resume and conclusion, References, Praca
zawiera rowniez wydruki publikacji bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej, O$wiadczenia
Doktorantki i wspotautordw publikacji wehodzacych w skiad rozprawy doktorskiej. Praca
zostala zredagowana poprawnie, a sporadyczne niedoskonatosci edytorskie (brak
poszezegolinych rozdziatow w spisie tresci: w jezyku polskim: brak w spisie: Cel pracy str. 13,
Podsumowanie i wnioski str. 26; w jezyku angielskim: Materials and methods str. 37,

References str. 49) nie wptywajg na pozytywng ocene ukladu rozprawy doktorskiej, dlatego

tez je pomijam.

Ocena indywidualnego wkladu kandydatki w powstaitie pracy.
W skiad rozprawy doktorskiej wchodzg cztery publikacje naukowe:
1. Lojewska E*, Sakowicz T, Kowalczyk A, Konieczka M, Grzegorczyk J, Sitarek P,
Skata E, Czarny P, Sliwinski T, Kowalczyk T. Production of recombinant colicin M in

Nicotiana tabacum plants and its antimicrobial activity. Plant Biotechnology Reports.
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2020. Punktacja z 2020: 40 pkt MNiSW; IF=2.010; 5Y1F=1.907;

2. Lojewska E*, Sakowicz T, Korycka-Machala M, Kowalczyk T. Heterologous
overexpression and preliminary antimicrobial activity test of salmocin M, a novel
colicin M-like bacteriocin against Salmonella sp. Archives of Microbiology. 2022,
Punktacja z 2021 (punktacja dla 2022 bgdzie opublikowana w drugiej potowie 2023):
70 pkt MEIN; I[F=2.667; SYIF=2.729;

3. Lojewska E*, Kowalczyk T, Sakowicz T, Olejniczak S. Extraction and purification
methods in downstream processing of plant-based recombinant proteins. Protein
Expression and Purification. 2016. Punktacja z 2016: 15 pkt MNiSW; IF =1.351;
5YIF=1.473;

4. Lojewska E*, Sakowicz T. An alternative to antibiotics - selected methods to combat
zoonotic foodborne bacterial infections. Current Microbiology. 2021. Punktacja z 2021:
40 pkt MEIN; IF=2.343; 5YIF=2.408;

Publikacja oznaczona numerem | jest pracg oryginalng opublikowang w 2020 roku w
czasopismie Plant Biotechnology Reports (parametry bibliometryczne z 2020 roku: 40 pkt
MNiISW,; IF=2.010; 5YIF=1.907;). Publikacja oznaczona numerem 2 stanowi réwniez pracg
oryginalng opublikowang w 2022 roku w czasopi$mie Archives of Microbiology (parametry
bibliometryczne z 2021 roku: 70 pkt MEIN; [F=2.667; 5YIF=2.729). Publikacja oznaczona
numerem 3 jest pracg przegladowa opublikowang w 2016 roku w czasopismie Protein
Expression and Purification (parametry bibliometryczne z 2016 roku: 15 pkt MNiSW; IF
=1.351; 5YIF=1.473). Publikacja oznaczona numerem 4 jest praca przegladows opublikowana
w 2021 roku w czasopismie Current Microbiology (parametry bibliometryczne z 2021 roku: 40
pkt MEiN; [F=2.343; 5YIF=2.408).

Oswiadezenia o wkladzie Doktorantki w prace naukowe wchodzace w sklad

rozprawy doktorskiej wyraznie wskazuja na wiodgcey udzial Autorki. Udzial ten obejmuje

szeroki zakres prac od tworzenia koncepcji, wykonania prac cksperymentalnych i
bioinformatycznych, opracowanie wynikow do przygotowania i edycji manuskryptu.
Oswiadczenia wspotautordw publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej pozostajg
w zgodzie z deklaracjami Doktorantki.

Na uznanie zasluguje fakt, Zze mgr Ewelina Lojewska jest pierwszym oraz
korespondencyjnym autorem we wszystkich czterech pracach. Suma punktéw (wedtug listy
czasopism MEiN) przedstawionych powyzej prac, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi
165, sumaryczny Impact Factor — 8.371, sumaryczny pi¢cioletni IF: 8.517.

Doktorantka wykazala réwniez publikacje, ktore nie wchodza w sklad rozprawy
doktorskiej (sze$¢ prac, parametry bibliometryczne zgodne z rokiem opublikowania: 229 pkt
MEIN; 1F=11.732; 5YIF=12.213), wykaz doniesien konferencyjnych (10 doniesien),
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informacje o stazu zagranicznym (Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research;
Plant Reproductive Biology Department, Gatersleben — Niemcy), uzyskanym patencie
(Lojewska E, Kowalczyk T, Sakowicz T. Sposdb otrzymywania rekombinowanych bakteriocyn
w kulturach korzeni wlosnikowatych oraz zastosowanie rekombinowanych bakteriocyn w
kulturach korzeni wiosnikowatych jako dodatku mikrobiologicznego do pasz. Patent nr
236996) oraz uzyskanegj Nagrodzie Rektora Uniwersytetu Lodzkiego w ramach programu
LInicjatywa doskonatosci — Uczelnia Badawcza” za uzyskanie patentu krajowego. Dorobek
naukowy Doktorantki oceniam wysoko.

W czesci pracy przedstawiajgcej Informacje wprowadzajgce, Autorka wykazuje zrédta
finansowania, ktérymi sg dwie Dotacje celowe dla mlodych naukowcow oraz uczestnikdéw
studiéow doktoranckich oraz Program stazowy Erasmus+ dla szkolnictwa wyzszego
realizowany w Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Niemcy,
Gatersleben. Kierownikiem tych projektéw byla Doktorantka, co nadaje wysoka oceng
kompetencji mgr Lojewskiej i jednoczeénie znacznie zwigksza mozliwosci uzyskania w
przysztosci grantéw ze Zrodet zewngtrznych. W dalszej kolejnosci Autorka informuje, ze pracg
zrealizowano we wspdlpracy z Zakladem Mikrobiologii Laboratoryjnej i Immunologii
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz Pracownia Genetyki i Fizjologii

Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk.

Ocena merytoryczna

W pierwszej czesci rozprawy, Doktorantka opisala wstep literaturowy dotyczacy
problematyki antybiotykoopornoéci, ze szczegdlnym uwzglednieniem przyczyn ich
nadmiernego uzycia oraz proponowanych algorytmoéw przeciwdzialania narastajgcej
antybiotykoopornosci. Autorka, konsekwentnie do tytulu swojej pracy doktorskiej, skupila
swoje rozwazania na strategii poszukiwania i rozwoju alternatyw dla antybiotykow, tj. bialek o
wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych (ang. antimicrobial proteins - AMP), gtéwnie
bakteriocyn z grupy kolicyn, syringacyn, burkhocyn, pektocyn, salmocyn. Magister L.ojewska
przedstawita rowniez problematyke wykorzystania ekspresyjnych platform roslinnych i
bakteryjnych w procesie projektowania wydajnych i bezpiecznych metod produkcji
bakteriocyn. Zakres opisu wstepu literaturowego wskazuje na duza znajomo$¢ omawianej przez
Doktorantke tematyki.

W dalszej kolejnosct Doktorantka przedstawia cel glowny i cele szczegdlowe swojej
pracy, ktore dotyczyly opracowania systemu produkcji rekombinowanej bakteriocyny w
komérkach roslinnych 1 bakteryjnych, a takze poszukiwania nowych bakteriocyn o
wilasciwosciach przeciwbakteryjnych wobec bakterii wywotujacych zakazenia droga

pokarmowa i potwierdzenie ich whasciwosci biologicznych. Cel pracy zostal sformulowany
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zwiezle i spelnia oczekiwania wzgledem otrzymanych rezultatéow.

W rozdziale Materialy i metody, mgr Lojewska opisuje poszczegdlne podrozdziaty, w
tym: Analiza bioinformatyczna sekwencji DNA bakteriocyn; Konstrukcja wektorow
ekspresyjnych; Transformacja genetyczna bakterii; Agroinfekcja i roslinne kultury in vitro,
Izolacja genomowego DNA z transgenicznych linii N. tabacum; Izolacja calkowitego RNA z
transgenicznych linii N, tabacum; lzolacja, identyfikacja i oczyszczanie biatek
rekombinowanych; Oznaczenie cytotoksycznosei rekombinowanych bakteriocyn; Oznaczenie

aktywno$ci mikrobiologicznej rekombinowanych bakteriocyn. Obrane przez Doktorantke

metody badawcze s3  prawidlowe i umozliwiaja realizacie zaloZzomych prac

ekspervmentalnych wechodzgceych w sklad ceyvkh.

W kolejnym rozdziale, Autorka omawia w sposéb jasny i klarowny uzyskane wyniki

badan. Odnosnie badan nad uzyskaniem rekombinowanej kolicyny M, przedstawiona jest
strategia konstrukeji kasety ekspresyjnej, transformacji komobrek Nicotiana tabacum z
wykorzystaniem tego wektora oraz komoérek Agrobacterium tumefaceins, selekcja,
potwierdzenie integracji transgenu, namnozenie biomasy, izolacja 1 weryfikacja obecnoscei i
aktywnosci biologicznej biatka (aktywnoé¢ antymikrobiologiczna na szczepach bakteryjnych
wzorcowych 1 klinicznych E. coli 1 K. pneumoniae, potencjalna cytotoksycznosé na linie
komoérkowe L929 1 Hela). Wyniki te zostaty opublikowane w pracy nr | pt.. “Production of
recombinant colicin M in Nicotiana tabacum plants and its antimicrobial activity”.

Druga czg$¢ wynikoéw obejmuje rezultaty prac wykonanych w zakresie: poszukiwania
niezbadanych do tej pory homologéw kolicyny M w genomie bakterii gatunku Salmonella;
selekeja genu, utworzenia kasety ckspresyjnej, transformacji w komorkach szezepu E. coli
Rosetta, analiz molekularnych i mikrobiologicznych uzyskanego biatka rekombinowanego -
salmocyny M (aktywno$¢ antymikrobiologiczna na szczepach bakteryjnych £ coli i
Salmonella). Przedstawione wyniki ukazaly si¢ w pracy nr 2 pt.: “Heterologous overexpression
and preliminary antimicrobial activity test of salmocin M, a novel colicin M-like bacteriocin
against  Salmornella sp.” Uzupetnieniem badan oryginalnych w cyklu publikacji
przedstawionych do oceny, sa informacje zawarte w dwdch pracach przegladowych, ktére
dotyczg charakterystyki metod ekstrakeji i oczyszezania rekombinowanego biatka pochodzenia
ro$linnego (praca nr 3 pt.: ,.Extraction and purification methods in downsitream processing of
plant-based recombinant proteins™) oraz przegladu metod zwalczania odzwierzgcych infekeji
bakteryjnych przenoszonych przez zywnosé (praca nr 4 pt.: ,,An alternative to antibiotics -
selected methods to combat zoonotic foodborne bacterial infections”).

Nastgpnie, Doktorantka przedstawia podsumowanie i celne wnioski, gdzie dokonuje
skrupulatnej analizy aplikacyjnosci wynikoéw swoich badan i trafnie uzasadnia wybdr
alternatywnej do antybiotykow, najkorzystniejszej sciezki terapii zakazen bakteryjnych, w tym
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antybiotykoopornych.
Wobec problematyki opracowywania alternatywnych $rodkéw leczenia innych niz

stosowanie antybiotykéw, uwazam, Ze wyniki uzyskane przez Doktorantke maija duzy

potencial utylitarny, co znacznie podwyzsza wartosé przedstawiongj do oceny dysertacji.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1. Uzyskanie transgenicznej rosliny tytoniu szlachetnego (Nicotiana tabacum)
produkujacej aktywne biatko, rekombinowang bakteriocyng, kolicyng M.

2. Uzyskanie w komorkach bakteryjnych kolicynopodobng bakteriocyng salmocyng M z
Salmonella enterica.

3. Wykazanie, ze rekombinowane bakteriocyny moga by¢ efektywnie wytwarzane w
réznych typach komérek stosowanych jako platformy ekspresyjne (roélinne,
bakteryjne).

4. Uzyskanie oczyszczonych bialek o aktywnosci antymikrobiologicznej, rowniez

wzgledem bakterii opornych na antybiotyki.

W podsumowaniu nalezy podkreslié¢ spdjnoéé tematyezng cyklu prac przedstawionych
przez Doktorantke i konsekwencje, z ktoérg prowadzila kolejne etapy badan. Sposob
wykonywania analiz, umie¢j¢tnoéé stawiania ostroznych wnioskéw dwiadezy o dojrzatodei
naukowej Doktorantki. Dokladnos¢ w opracowywaniu harmonogramu badai i analiz wynikow

zyskuje si¢ dzieki opiece naukowej doswiadczonego w pracy eksperymentalnej promotora.

Zagadnienia, wobec ktorych prosze Doktorantke o ustosunkowanie sig:
1. Prosze uzasadni¢ dlaczego wybrano dwa rézne systemy ekspresyjne dla dwdch réznych
bialek.

2. Czy planuje si¢ wykonanie badan cytotoksycznosci dla salmocyny?



Whniosek koncowy
Praca doktorska Pani mgr Eweliny Lojewskiej zostata napisana poprawnie, zgodnie z
wymaganiami stawianymi pracom dyplomowym. Dysertacja stanowi spdjny zestaw publikacji

przedstawionych i omowionych w czytelny sposob. Rozprawa doktorska prezentuje ogélna

wiedze teoretyczng Kandvydatki w dyscyplinie oraz umiejetnosci samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej. Prace oceniam pozytywnie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Lojewskiej pt.:
»Wykorzystanie roznych systemow ekspresyjnych do produkcji rekombinowanych biatek o
charakterze przeciwbakteryjnym " wykonanej pod kierunkiem Promotora: dra hab. Tomasza
Sakowicza oraz Promotora pomocniczego: dra Tomasza Kowalczyka w Katedrze
Biotechnologii Molekularnej 1 Genetyki na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. z pdzn. zm.). Zwracam si¢ zatem do Komisji
Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o
dopuszczenie Pani mgr Eweliny Lojewskiej do dalszych etapow postgpowania o nadanie

stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

/4 JUL A/@[ &”’@Q

dr hab. n. med. Anna Wozniak



