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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Urszuli Wéjcik-Bojek

pt. ,, Weryfikacja mozliwosci zapobiegania rozwojowi zakazen z udziatem
Staphylococcus aureus w oparciu o zastosowanie naturalnych ekstraktéw roslinnych”

wykonana w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej Instytutu Mikrobiologii
Biotechnologii i Immunologii Uniwersytetu tédzkiego
pod kierunkiem dr hab. Beaty Sadowskiej, prof. Ut

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme pracy hybrydowe;j
zawierajagcej dwie publikacje, jedna o charakterze przegladowym, druga oryginalna
obejmujaca wyniki badar spéjne z tematem rozprawy oraz zawiera réwniez nieopublikowane
wyniki badan (do czasu przedstawienia pracy doktorskiej), ale omdwione i przeanalizowane.
Rozprawa obejmuje: Wstep, Zatozenia i cel pracy, Publikacje rozprawy doktorskiej, Wyniki
nieopublikowane, Podsumowanie i wnioski, Dyskusje, Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, Literature. Na koricu autorka umiescita oswiadczenia wspétautoréw o zakresie jej
udziatu w publikacjach, z ktérych wyniki zostaty ujete w rozprawie oraz wykaz dorobku

naukowego.

Praca oryginalna (,, An In Vitro Study of the Effect of Viburnum opulus Extraacts on Key
Processes in the Development of Staphylococcal Infections” — Molecules, 2021, 26, 1758),
ktéra wchodzi w sktad pracy doktorskiej pt: ,, Weryfikacja mozliwosci zapobiegania rozwojowi
zakazen z udziatem Staphylococcus aureus w oparciu o zastosowanie naturalnych ekstraktéow
roslinnych” - zawiera spdjny z tematem rozprawy zakres wykonanych badan, podobnie jak
zaprezentowane nieopublikowane jeszcze badania. Natomiast w moim odczuciu, nie do korica

jest uzasadnione wtgczenie do rozprawy pracy teoretyczna (,Staphylococcus aureus —



A Known Opponent against Host Defense Mechanisms and Vaccine Development — Do We Still
Have a Chance to Win?” — International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23, 948), ktorej
celem bylo przedstawienie potrzeby wdrozenia swoiste] profilaktyki wobec inwazyjnych
zakazen Staphylococcus aureus i trudnosci w tym zakresie ze wzgledu na liczne czynniki
wirulencji tego gatunku oraz dotyczyta $wiatowych trendéw w badaniach nad nowoczesnymi
technologiami mikrobiologii molekularnej w opracowaniu nowych szczepionek, szczegdlnie
przeciwko S. aureus. Wg mnie, zawarte w publikacji informacje istotne ze wzgledu na temat
rozprawy, moglyby by¢ przedstawiony w postaci dodatkowego rozdziatu we wstepie

z uwzglednieniem zagadnien bezposrednio zwigzanych z tematem prezentowanych badan.

Wstep pracy doktorskiej zawiera charakterystyke S. aureus oraz informacje
o alternatywnych sposobach zwalczania zakazer gronkowcowych. Autorka przedstawia
wiadomoéci o ekstraktach roslinnych, ktére moga miec zastosowanie w leczeniu zakazen
gronkowcowych i szczegbtowo charakteryzuje ekstrakty z kaliny koralowej, ktdére byly
przedmiotem badan w zakresie ich zastosowania w zapobieganiu zakazeniom S. gureus. Wstep
zawiera istotne i ciekawie przedstawione informacje, ktore wprowadzaja w tematyke
rozprawy. Dodatkowo, jak juz wspomniatam, wstep mogtby obejmowac powigzane z temat

rozprawy informacje bazujace na publikacji pogladowej.

W Zatozeniach pracy doktorantka zwrocita uwage na kluczowe problemy
w zapobieganiu i leczeniu zakazef gronkowcowych, co byto podstawa do sformutowania
nadrzednego celu bezposrednio zwigzanego z tematem pracy, dotyczacego kaliny koralowej
(Vibirnum opulus L.) jako madelu wykorzystania naturalnych ekstraktow roélinnych, ktore
postuzyly do analizy mozliwosci sastosowania ich w zapobieganiu zakazeniom S. aureus,
zwracajac uwage na mozliwy szeroki zakres wystepowania zakazen - miejscowy, uogodlniony
i 2z udziatem biofilmu. Postawione cele szczegbtowe sg spéjne i zwigzane z aspektem
mozliwego oddziatywania przeciwdrobnoustrojowego na S. agureus badanych ekstraktéw
2 owocow i kory kaliny koralowej, wplywu na enzym sortazg A, ktéry ma istotny udziat
w aktywnosci gronkowcowych adhezyjnych biatek powierzchniowych i jest niezbedny
do kolonizacji gospodarza i patogenezy zakazed inwazyjnych. Stad tez w petni uzasadnione
jest tak przedstawione ukierunkowanie badan w pracy doktorskiej, tym bardziej, ze zwracana
jest uwaga w wielu publikacjach na matoczasteczkowe inhibitory sortazy, ktére moga by¢

istotne w zapobieganiu kolonizacji przez 5. aureus i rozwoju chorob inwazyjnych. Istotnym
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celem rozprawy byly badania obejmujace analize wptywu uzywanych ekstraktéw na postacie
gronkowcéw we wzroécie plantonicznym i biofilmie oraz wybrane parametry aktywnosci

komérek fagocytarnych.

Cele gtéwne i szczegétowe zostaty whasciwie sformutowane i sa adekwatne do

spektrum przeprowadzonych badati i uzyskanych wynikéw.

Opublikowana praca doswiadczalna zawiera wykonane badania bardzo istotne
w zakresie tematu rozprawy. Zostala przeprowadzona charakterystyka biochemiczna
ekstraktéw acetonowych, etanolowych i wodnych z owocow i kory kaliny koralowej, ktore
zgodnie z zatozeniem pracy mogtyby by¢ dodatkiem do diety w celu zapobiegania infekcjom
gronkowcowym. W badaniach analizowany byt czas i wptyw ekstraktow na adhezyjnosé
S. aureus i tworzenie biofilmu. Wptyw na czynniki wirulencji takie jak aktywnos¢ SrtA,
ekspresje SpA, ktére moga determinowa¢ rozwdj infekcji powigzany z tworzeniem biofilmu.
Rozwazajagc potencjalne zastosowanie ekstraktow jako dodatku do diety, zbadano ich

cytotoksycznoéé na linii fibroblastow ludzkiego napletka HFF-1.

W badaniach ekstraktéw z surowcéw naturalnych zwracana jest uwaga na roznice
w zawartoéci gtownych zwiazkéw wptywajacych na ich aktywnosé —w zaleznosci od obszaru
wystepowania surowcow roslinnych i czynnikéw $rodowiskowych — czy autorka rozprawy ma
w tym wzgledzie wtasne obserwacje dotyczace analizowanych prébek i réznic w zakresie ich

sktadu?

Badanie cytotoksycznosci ekstraktéw wobec uzyte] do badan linii fibroblastow
wskazuje, ze zywotno$éé nie spadta ponizej 80% komérek dla stegzenia 500 g/ml preparatéw.
Natomiast zostat zaobserwowany przy tym stezeniu widoczny wzrost rozwoju fibroblastow.
Czy taki efekt przy wyiszych stezeniach lub dtuzszej potencjalnej suplementacji preparatami
nie moze mie¢ wplyw na zwiekszong proliferacje komorek w réznych mozliwych dziataniach
np.: regeneracji tkanki w ognisku zapalnym lub stymulacji komédrek np.. w procesie

nowotworzenia? Jakie ewentualnie badania mogtyby rozstrzygnac te watpliwosci?

Autorka rozprawy ocenita réwniez bezposredni hamujacy i bdjczy wplyw ekstraktow
na S. aurues, wskazujac na najefektywniejsze dziatanie ekstraktu acetonowego. Wytwarzanie
przez gronkowce biofilmu jest bardzo istotna cechg tych drobnoustrojéw w rozwoju

zakazenia, stad tez w petni uzasadniony jest etap badar ekstraktow w kontekscie ich wptywu
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na te postacie wzrostu gronkowcéw. W przeprowadzonym dodwiadczeniu doktorantka
wykazata hamujacy wptyw ekstraktéw, natomiast istotng informacjg jest réwniez
zréznicowanie tego dziatania w zaleznosci od analizowanego, uzytego szczepu wzorcowego

S. aureus. Kolejnym etapem badari byta analiza aktywnosci SrtA po zadziataniu ekstraktéw.

Cze$¢ rozprawy, ktora zawiera nieopublikowane wyniki badan, tak jak informuje
doktorantka jest opracowana w przygotowanym manuskrypcie, ale nie zostal on
opublikowany przed ztozeniem rozprawy. W tej czesci rozprawy, przed zaprezentowaniem
wynikéw badan, autorka przedstawia zatozenia i podstawy teoretyczne te] czgsdci pracy
doktorskiej, ktére uzasadniaja wybér zaplanowanego zakresu badan. Jest to bardzo
interesujace spektrum wykonanych badan powigzanych z tematem rozprawy. Miaty one na
celu analize poéredniego dziatania immunomodulujagcego na ludzkie makrofagi
(wyprowadzone z linii ludzkich komérek monocytarnych THP-1) analizowanych réznych
postaci ekstraktéw jako czynnikéw, ktére moga stymulowac uwalnianie prozapalnych
skiadnikéw z komérek bakteryjnych S. aureus , uwzgledniajac tworzona przez bakterie postac
planktoniczng i biofilm. Scharakteryzowano réwniez aktywnos$¢ fagocytarng makrofagéw
poprzez ocene pochtaniania i wewnatrzkomérkowego zabijanta bakterii. Oznaczono poziom
wybranych cytokin — TNF-10 i IL-10 oraz badano polaryzacje makrofagow do fenotypu

prozapalnego w oparciu o ekspresje powierzchniowych czasteczek CD.

Whnioski z przeprowadzonych badan wskazuja na stabe bezposrednie dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe badanych ekstraktéw uzyskanych z kory i owocéw kaliny koralowej
(Vibirnum opulus L.) wobec gronkowcdw. Stwierdzono réwniez obnizenie ekspresji SpA na
powierzchni komdrek i zmiany w skladzie bton komérek bakteryjnych S. aureus. Istotnym
whnioskiem doktorantki byt zacbserwowany brak zahamowania tworzenia biofilmu przez
ekstrakty, co w kontekscie obnizenia ekspresji SpA sugerowato, iz sortaza A nie stanowi
odpowiedniego celu molekularnego dla preparatéw przeciwgronkowcowych. Whnioski
uzyskane z tego etapu badaf obejmujgce wiasciwosci immunomodulujace badanych
ekstraktdw wskazujg na trudnosci w okresleniu zmian fenotypu makrofagdw i braku
mozliwoséci posredniego modulowania aktywnosci tych komérek immunologicznych pod

wpltywem ekstraktéw kaliny koralowej.

Punkt Podsumowanie i wnioski dotyczace przeprowadzonych badan zostaty

sformutowane adekwatnie do uzyskanych wynikéw. Natomiast wg. mnie powinny by¢ one
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umieszczone po Dyskusji, a nie przed Dyskusjg. Dobor pismiennictwa w rozprawie jest

wiasciwy.

Doktorantka w pracy rozpatrywata ewentualng mozliwos¢ suplementacji diety
preparatamikaliny koralowej, natomiast czy wobec przeprowadzonych badan bytoby mozliwe
zastosowanie badanych ekstraktéw miejscowo na zakaione np. rany S. aureus?

Jak ocenia Doktorantka w tym zakresie potencjalng ich skutecznosc?

Pragne podkresli¢, iz w przeprowadzonych badaniach w rozprawie doktorskiej, autorka
wykazata sie bardzo dobrym przygotowaniem metodycznym i teoretycznym, co umozliwito
wykonanie w szerokim zakresie badan z wykorzystaniem réznych klasycznych i nowoczesnych
metod i technik badawczych, doktadnego ustalenia warunkéw oznaczen z zastosowaniem
wzorcow i kontroli, niezbednych do prawidtowej interpretacji wynikéw badan. Wskazuje to na

szerokie umiejetnosci doktorantki do samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Podsumowujac chciatabym podkreslic, iz rozprawa doktorska mgr Urszuli Wéjcik-Bojek
jest pracg, ktéra obejmuje szeroki zakres bardzo dobrze przemyslanych, zaplanowanych oraz
przeprowadzonych badar i moze by¢ podstawa do prowadzenia analiz innych preparatéw

roslinnych w kontekscie ich zastosowania w terapii przeciwdrobnoustrojowe;j.

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Urszuli Wojcik-Bojek
pt., Weryfikacja mozliwosci zapobiegania rozwojowi zakazeh z udziatem Staphylococcus
aureus w oparciu o zastosowanie naturalnych ekstraktéw roslinnych” oceniam pozytywnie.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo

o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U.z 2022 r., poz. 574 ze zm.).

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Komisji Uniwersytetu todzkiego ds. Stopni
Naukowych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

o dopuszczenie mgr Urszuli Wojcik-Bojek do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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