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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Tatiany Wéjcik-Bojek zatytulowanej:
» Weryfikacja mozliwosci zapobiegania rozwojowi zakazen z udzialem Staphylococcus
aureus w oparciu o zastosowanie naturalnych ekstraktéw roslinnych”

Charakterystyka tematyki pracy doktorskiej

Zjawisko lekoopornosci drobnoustrojow staje sie¢ jednym z najwiekszych wyzwan
wspolczesnej medycyny. Bakterie z rodzaju Staphylococcus, w tym przede wszystkim
gatunek Staphylococcus aureus nalezg do bakterii, u ktérych rozwdj opornoséci na
chemioterapeutyki zaliczane do réznych grup chemicznych nastgpuje bardzo szybko. Stad
konieczne jest poszukiwanie nowych, alternatywnych i przede wszystkim skutecznych metod
profilaktyki i zwalczania infekcjt bakteryjnych, w tym gronkowcowych. Badania, ktore w
ramach swoje) pracy doktorskiej prowadzita Pani mgr Wéjcik-Bojek wpisuja si¢ w ten nurt.
Na stronie 19 Autorka rozprawy szezegélowo omoéwila najwazniejsze cele swoich badan.
Celem nadrzednym byla weryfikacja mozliwosci wykorzystania ekstraktow z kory 1 owocdw
kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) w zapobieganiu zakazeniom wywolywanym przez S.
aureus. Literatura dotyczaca wlasciwosci prozdrowotnych, w tym aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, ckstraktow otrzymywanych z roslin réznych gatunkdéw jest
aktualnie bardzo bogata, a liczba publikacji w tym zakresie bardzo szybko roéniec. Typowy,
prezentowany w wiekszodci publikacji, cykl badan majgcych na celu oceng potencjalu
przeciwdrobnoustrojowego wybranej rosliny obejmuje: optymalizacje warunkow ekstrakeji
(np. dobér rozpuszczalnika), okreslenie sktadu chemicznego otrzymanych ekstraktow,
okreslenie wiasciwosci biostatycznych i/lub biobojczych (wyznaczenie parametréw MIC —
Minimum Inhibitory Concentration 1 MBC — Minimum Bactericidal Concentration) oraz
ewentualnie proby identyfikacji skladnikow aktywnych odpowiedzialnych za efekt
biologiczny. Pod tym wzgledem koncepcja badan realizowanych w recenzowanej pracy
doktorskiej odbiega od utartego schematu i bez watpienia jest to jej istotna zaleta.
Doktorantka nie tylko okreslita skltad chemiczny i potencjal przeciwdrobnoustrojowy
otrzymanych ekstraktow, ktéry obiektywnie mozna oceni¢ najwyzej jako umiarkowany
(MIC=1000 ng/ml). Przede wszystkim Pani Wojcik-Bojek skupita sie na wlasciwodciach
immunomodulujacych ekstraktéw oraz ocenie wpltywu ich sktadnikéw na aktywnosé sortazy
A — enzymu, ktéry odpowiedzialny jest za przylgczanie powierzchniowych bialek
adhezyjnych S. awreus do peptydoglikanu, stanowigcego podstawowy sktadnik $ciany
komoérkowej tych bakterii. Ewentualne zahamowanie aktywnodci tego biatka skutkuje
obnizeniem zdolnosci adhezji komoérek S. aureus do tkanek ludzkich (lub zwierzecych), co
jest rownoznaczne z istotnym obnizeniem zdolnosci wywolania infekeji. Zarowno w zakresie
badania wlasciwosei immunomodulujacych jak i zdolnosci hamowania aktywnosci sortazy,
uzyskane przez Doktorantke wyniki sg obiecujgce. Nalezy takze podkreélié, ze poprzestanie
na przeprowadzeniu typowego cyklu badan doprowadzitoby do niewlasciwe] oceny
potencjatu terapeutycznego ekstraktéw kaliny koralowe;.



Ocena formalna pracy doktorskiej

Kandydatka do stopnia naukowego doktora Pani mgr Urszula Tatiana Wdjcik-Bojek
przediozyla rozprawe doktorskg pt. ,,Weryfikacja mozliwosci zapobiegania rozwojowi
zakazen z udzialem Staphylococcus aureus w oparciu o zastosowanie naturalnych ekstraktow
roslinnych”, ktéra zostala wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Beaty Sadowskiej w
Katedrze Immunologii 1 Biologii Infekcyjnej Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i
Immunologii  Uniwersytetu Ldédzkiego. Dysertacja Pani mgr Wojcik-Bojek  zostala
przygotowana w formie hybrydowej, w jej sklad wchodza: cykl dwdch spdjnych tematycznie
artykuléw naukowych, opublikowanych w renomowanych czasopismach z listy JCR:

1. [P1] Wojcik-Bojek, U.; Rézalska, B.: Sadowska, B. Staphylococcus aureus—A Known
Opponent against Host Defense Mechanisms and Vaccine Development—Do We Still Have a
Chance to Win? Int. J. Mol Sci. 2022, 23, 948. https://doi.org/10.3390/ijms23020948; IF
(2022) = 5,6, Punktacja wg. listy Ministerstwa Edukacji i Nauki — 140 pkt.

2. [P2] W¢jcik-Bojek, U.; Rywaniak, I.; Bernat, P.; Podsedek, A.; Kajszczak, D.; Sadowska,
B. An In Vitro Study of the Effect of Viburnum opulus Extracts on Key Processes in the
Development of Staphylococcal Infections. Molecules 2021, 26, 1758.
https://doi.org/10.3390/molecules26061758; [F (2021) = 4,9, Punktacja wg. listy MEIN — 140
pkt.

oraz wyniki badan nieopublikowanych. Taka forme przygotowania pracy doktorskiej uwazam
jako rozsadna. Umozliwilo to Doktorantce zaprezentowanie takze tych wynikéw, ktore
uzyskala w koncowym etapie realizacji pracy doktorskiej. Jak powszechnic wiadomo okres
oczekiwania na recenzje manuskryptéw publikacji w wigkszosci czasopism naukowych jest
dos¢ dlugi, co niepotrzebne wydluzyloby proces przegotowania rozprawy o co najmniej kilka
miesiecy. W swojej dysertacji (strona 65) Autorka pisze, ¢ w oparciu o wyniki
przedstawione w tej czesci pracy przygotowano manuskrypt publikacji, na stronie 121
przedstawiono o$wiadczenia wspotautoréw dotyczgce ich wkladu w przeprowadzenie badan i
przygotowanie tekstu manuskryptu. Bylbym wdzigczny gdyby w trakcie obrony Pani mgr
Wojcik-Bojek  mogla  przedstawi¢  informacjg,  dotyczaca  aktualnego  etapu
przygotowania/oceny manuskryptu (czy zostat on juz przestany do redakcji, czy jest w trakcie
oceny).

Wktad Doktorantki w przygotowanie opublikowanych juz artykutdéw przedstawiono
na stronach 118-120. W obydwu przypadkach byt to udziat wiodacy. Przy okazji checialbym
podkresli¢, ze udzialy procentowe poszczegdlnych wspdlautoréw przedstawione w tabelach
okreslono w sposdb realny — zgodny z opisem wykonanych badan.

Oprocz kopii publikacji (strony 22-37 oraz 39-64) na tres¢ pracy skladajg sie: spis
tre$ci, wstep teoretyczny(strony 5-18), opis zalozen i celéw pracy (strona 19), dane
bibliograficzne publikacji stanowiacych podstawe pracy (strona 20), krotkie streszczenie
tresci zawartych w publikacji przegladowej P1, ktora ukazala si¢ w czasopismie International
Journal of Molecular Sciences (strona 21), krdtkie streszczenie pracy zawierajacej opis
wynikow badan eksperymentalnych P2, ktora ukazala si¢ w czasopismie Molecules (strona
38), wprowadzenie do tematyki badan, ktérych wyniki nie zostaly jeszcze opublikowane
(strony 65-66), opis metodologii tej czesci badan (strony 67 — 75), opis wynikéw i
podsumowanie badan niepublikowanych (strony 75-86), podsumowanie i wnioski (strony 87-
91), dyskusja (strony 92-97), streszczenia w jezyku polskim i angielskim (strony odpowiednio
98-100 i 101-103). Spis pismiennictwa obejmujacy 133 pozycje, w zdecydowanej wickszosci
publikacje z renomowanych czasopism naukowych opublikowane w przeciagu ostatnich 20
lat, przedstawiono na stronach 104-116. Wspomniane juz wczesniej oswiadczenia
wspolautoréw o udziale w publikacjach przedstawiono o na stronach 118-121, natomiast
dorobek Autorki na stronach 122-124. Taki ukiad dysertacji nie budzi zadnych zastrzezen. W



mojej ocenie jedyna nietypowa kwestia jest umieszcezenie streszezen na koficu opracowania,
zwykle streszczenia prezentuje si¢ na poczatku, ale oczywiscie jest to kwestia umowna 1 w
zadnych stopniu nie wplywa ona negatywnie na oceneg pracy c¢zy odbidr zawartej w niej tresci.

Nalezy przyzna¢, ze pod wzglgdem edytorskim i formalnym praca przygotowana jest
bardzo starannie. Nie stwierdzilem istotnych bledéw w zakresie nazewnictwa fachowego, w
tekscie rozprawy praktycznie nie wystgpuja bledy edytorskie — tzw. literéwki. Praca nie jest
moze bogato ilustrowana, ale wszystkie tabele i ryciny (zaréwno w publikacjach jak i w
czgsci dotyczacej wynikéw niepublikowanych) zostaly przygotowane w sposéb bardzo
staranny i przede wszystkim zawierajg istotne informacje, ktére zostaly zaprezentowane w
sposob przemyslany, co bardzo ulatwia czytelnikowi interpretacje tekstu opracowania. Na
uwage zastuguje takze w petni profesjonalna analiza statystyczna wynikéw zaprezentowanych
W pracy.

Z obowigzku recenzenta wspomng tylko o drobnych uchybieniach edytorskich (ktore
nie majg praktycznie wplywu na ogdlna ocen¢ pracy):

Strona 10 — cytat z pracy: ,, Najtrudniejsze w leczeniu sq zakazenia wywolane przez szczepy
wielolekooporne, w tym zaliczane do tzw. grupy ESKAPE (akronim od nazw
gatunkowych/rodzajowych drobroustrojow wchodzgcych w sklad tej grupy)” — moim zdaniem
w tym miejscu nalezalo tez podac nazwy gatunkowe/rodzajowe tych drobnoustrojow.

Strona 12 — w miejsce stowa ,, ekscytacii” proponowatbym stowo ,, wzbudzeniu”

Strona 18 (powtarza sig takze w innych miejscach w pracy, np. str. 38) - Doktorantka stosufe
okreslenie , skiad biochemiczny” — moim zdaniem stosowanie okreslenie ., sklad chemiczny”
byloby lepszym rozwigzaniem. Mozna bylo takze wyjasnié znaczenie skrotéw stosowanych na
tej stronie (nazwy wykorzystanych technik analitycznych) — UPLC oraz UPLC-QTOF-MS.

Strona 20 — stwierdzilem pewng niescisto$¢ w zakresie opisu bibliograficznego pracy P2 — z
informacji przedstawionej (na tej stronie) wynika, ze praca wkazala sie w 2022 roku — z
informacji zawartych w kopii pracy jednoznacznie wynika, ze praca ta wkazala sie w roku
2021

Strona 66 — Doktorantka uzywa okreslenia: , jako kontrole nastawiano makrofagi” — moim
zdaniem lepiej brzmi ,,jako kontrole wykorzystano makrofagi”

Strona 73 — ,, ... do osadu bakterii dodawano 1 mg/ml izotiocyjanianu fluoresceiny w PBS
.- moim zdaniem lepiej brzmi ,, .. do osadu bakterii dodawano PBS zawierajgcy
izotiocyjanian fluoresceiny w stezeniu I mg/mi...”

Na tej samej stronie nie zdefiniowano skrotu MOI oraz nie zdefiniowano zmnaczenia

parametru F'1

Strona 74 — nie podoba mi si¢ okreslenie ,, niezadherowane bakterie”

Ocena mervtorvezna pracy doktorskiej

Pod wzgledem merytorycznym rozprawe oceniam bardzo wysoko. Jak juz
wspomnialem szczegoélnie podoba mi si¢ oryginalny plan badan, ktéry obejmowal zardowno
bezposrednia oceng aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ckstraktéw z kory i owocdw kaliny
koralowej (Viburnum opulus L.) jak i badanie wplywu tych preparatow na ekspresje



wybranych czynnikéw wirulencji S, awreus oraz przede wszystkim ich whasciwosci
immunomodulujgcych. Wyniki badan Pani mgr Wojcik-Bojek zostaly juz czgsciowo
opublikowane. Pozostalg czes¢ wynikow Doktorantka zaprezentowala w dysertacji na
stronach 75-86.

Publikacje

Obie prace, ktore stanowig podstawe powyzszej pracy doktorskiej zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych i z pewnoscia zostaly juz poddane
wnikliwej ocenie recenzentdéw. Pozwole sobie w zwigzku z tym przedstawi¢ jedynie krotki
komentarz odno$nie kazdej prac.

Publikacja P1 - Staphylococcus aureus— a known opponent against host defense
mechanisms and vaccine development—do we still have a chance to win?

Jest to praca przegladowa w ktdrej autorzy przedstawili problemy terapii 1 profilaktyki
zakazen wywolywanych przez gronkowce. W peini zgadzam si¢ z opinig Doktorantki, ze
publikacja ta stanowi doskonale uzupelnienie czesci teoretycznej dysertacji (str.20). Z danych
dostepnych bazie Scopus wynika, ze praca cieszy si¢ duzym uznaniem — artykut ukazat si¢ w
styczniu 2022 roku i do dnia 10.09.2023 liczba cytowan tej publikacji wynosi 7.

Publikacja P2 - An in vitro study of the Effect of Viburnwm opulus extracts on key
processes in the development of staphylococcal infections.

Jest to praca oryginalna, w ktorej zaprezentowano wyniki badan eksperymentalnych.
Do najwazniejszych osiagni¢¢ autordw tej pracy nalezy zaliczy¢:

1. Okreslenie aktywnosci przeciwgronkowcowej uzyskanych ekstraktow (wyznaczenie
parametrow MIC i MBC),

2. Okreslenie sktadu chemicznego uzyskanych preparatow,

3. Wykazanie istotnego wplywu skladnikow ekstraktéw na aktywnosé enzymu sortazy A

i co za tym idzie zmniejszenie poziomu ekspresji biatka SpA na powierzchni komorek

gronkowcow,

4. Wykazanie wplywu ekstraktow na tworzenie biofilmu przez gronkowce

(umiarkowane) oraz sklad lipidow obecnych w blonie komoérkowej tych bakterii.

5. Wykazanie niskiej aktywnosci cytotoksycznej ekstraktow,
Takze ta praca takze cieszy si¢ duzym uznaniem — liczba cytowani wynosi 8, praca ukazata
sig¢ w marcu 2021 roku.

Na stronie 19 rozprawy Doktorantka przedstawila szezegdlowe cele swoich badan.
Jednym z tych celow (nr 2) byla ocena mozliwoéci wykorzystania sortazy A jako celu
molekularnego preparatow przeciwdrobnoustrojowych oraz szczepionek
przeciwgronkowcowych. Na stronie 89 Pani mgr Wojcik-Bojek przedstawila wniosek 4, w
ktorym w sposob jednoznaczny stwierdza, ze enzym ten nie moze by¢ rozpatrywany
samodzielnie jako cel molekularny dla nowych lekow 1 szczepionek. W trakcie publicznej
obrony prositbym Doktorantke o nieco bardziej szczegélowe uzasadnienie tego wniosku w
swietle uzyskanych wynikow.

Dane niepublikowane

Jak juz kilka razy wspominalem w powyzszej recenzji jest to czgs$¢ pracy, ktdra
szczegdlnie mi si¢ podoba. Dobrze przygotowany plan badan oraz wykorzystanie
zaawansowanych technik laboratoryjnych z zakresu mikrobiologii, immunologii umozliwito
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przeprowadzanie bardzo kompleksowe] oceny potencjalu imunomodulacyjnego badanych
ckstraktow. Bez watpienia do najbardziej warto$ciowych wnioskow z tej czesci badan nalezy
zaliczy¢:

1. Wykazanie, ze skladniki ekstraktow kaliny koralowej powodujg uwalnianie
prozapalnych komponentow komorek bakteryjnych (peptydoglikanu i biatka SpA) co
ma istotne konsekwencje immunomodulujgce,

2. Wykazanie, ze uwalniane przez subinhibitorowe stezenia ekstraktow czynniki
prozapalne stymulujg makrofagi do zwiekszonej produkeji cytokin,

3. Wykazanie, ze stymulacja makrofagow za pomocg supernatantow z hodowli
gronkowcow (planktonowych 1 biofilmowych) traktowanych badanymi ekstraktami
skutkuje ograniczeniem wewnagtrzkomorkowego przezywania i namnazania S. aureus.

Bardzo podoba mi si¢ zaprezentowana w tej cze¢sci pracy rzetelna dokumentacja uzyskanych
wynikow (nawet w sytuacji gdy nie sg one zbyt optymistyczne) oraz ich krytyczna analiza.

Odnosnie tej czgscei rozprawy cheiatbym zeby w trakcie publicznej obrony doktorantka
wyjasnila nastepujace kwestie:

1. Dlaczego do badan wybrano ekstrakty wodne i etanolowe, podczas gdy we
wezesniejszych etapach badan najwyzszg aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wykazaly
ekstrakty acetonowe?

2. Czy w momencie przygotowywania roztworow wodnych ekstraktow etanolowych
(wykorzystywano liofilizaty tych ekstraktow) z owocow V. opuls nie obserwowano
witrgcania niektorych skladnikow (czy otrzymywany roztwor byt klarowny)?

3. Nieco problematyczny/mylacy jest w mojej ocenie opis prob kontrolnych. W punkcie
IV.2.9. przedstawiono nastepujacy zapis: ,,Odpowiednie uktady kontrolne: komorki w
samym podlozu hodowlanym (K1) oraz w podtozu hodowlanym zawierajacym 10%
(v/iv) TSB/Glu (K2)”. Kontrola K1 byta ,,punktem odniesienia” dla pomiaréw, w
ktorych makrofagi traktowano sktadnikami sciany komaérkowej (PG i SpA), natomiast
K2 byta punktem odniesienia dla pomiaréw, w ktorych makrofagi traktowano
supernatantami z hodowli S. aqureus. Natomiast w punktach IV.2.11 — 13 zastosowano
zapis: ,, ... a takze nieeksponowane komorki kontrolne (K1 1 K2)”. Komérki kontrolne
K1 faktycznie mozna zaklasyfikowac jako ,nieeksponowane”, natomiast komorki
kontrolne K2 byly jednak ,,poddane ekspozycji” na sktadniki podloza TSB/Glu — i jak
wida¢ w niektorych sytuacjach sktadniki te w istotny sposdb wplywaly na
odpowiednie ,.cechy” makrofagéw — np. wyniki przedstawione na Rycinie 5.

4. Na Rycinie 6 nie uwzgledniono wynikéw dla prob kontrolnych - czy pochlanianie
S. aureus w obydwu prébach kontrolnych bylo identyczne?

Whniosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Urszuli Tatiany Wojcik-
Bojek jest oryginalng, cenng zarowno pod wzgledem naukowym jak i aplikacyjnym, rzetelnie
i starannie przygotowang pracg naukowa. Opracowanie spelnia wszystkie wymogi formalne
i merytoryczne stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora okreslone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym 1 Nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pozn.
zm.). Tym samym wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr. Urszuli Tatiany Wdjcik-Bojek do
dalszych etapow postgpowania doktorskiego.
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