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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Szalapaty pt. ,,Wiasciwosci wybranych materialow
biomedycznych modyfikowanych inhibitorami enzyméw proteolitycznych” wykonanej w
Zaktadzie Biochemii na Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie pod kierunkiem dr hab. Anny Jarosz-Wilkotazkiej, prof. UMCS

Biomaterialy zajmuja wazne miejsce we wspotczesnej medycynie, zwlaszcza w
aspekcie medycyny regeneracyjnej czy inzynierii tkankowej. Jednym z istotnych problemow
zwigzanych ze wszczepianiem biomaterialtbw do organizmu ludzkiego sa powiklania
infekcyjne zwane zakazeniami zwigzanymi z biomateriatami lub zakazeniami
okotowszczepowymi. Zakazenia te poprzedzone sg adhezja drobnoustrojéw do powierzchni
biomateriatow, co prowadzi do wytworzenia struktury biofilmu, a w konsekwencji do
rozwoju lokalnego stanu zapalnego czy tez zakazenia uogolnionego zwiagzanego z obecnoscia
drobnoustrojow w tozysku naczyniowym i sepsy. W zwiagzku z tym prowadzone sa badania
nad nowymi biomaterialami, ktore nie beda podatne na adhezje drobnoustrojow, lub
modyfikacjami powierzchni znanych biomateriatow w celu zwigkszenia ich wilasciwosci

antyadhezyjnych i przeciwdrobnoustrojowych.

Celem pracy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Szalapaty bylo opracowanie
optymalnych warunkéw immobilizacji trzech inhibitoréw proteaz serynowych (inhibitora
AEBSF, inhibitora sojowego oraz o;-antytrypsyny), unieruchamianych kowalencyjnie na
powierzchni wybranych materialow biomedycznych oraz okreslenie podstawowych
wiasciwosci  fizyko-chemicznych 1 biologicznych modyfikowanych biomateriatow,
otrzymanych w wyniku tego procesu. Cel rozprawy doktorskiej, wpisujacy si¢ w aktualne
kierunki badan nad biomateriatami, zostat jasno sformutowany, odzwierciedlajac zadania

badacze zaplanowane do realizacji w toku pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speilnia wszystkie wymagania

formalne. Ma uktad typowy dla prac o charakterze eksperymentalnym i zawiera nastepujace
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rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz
Bibliografia. Nalezy zaznaczy¢, ze zachowane zostaly odpowiednie proporcje pomiedzy
zasadniczymi rozdziatami, tj. Wstgpem oraz badaniami wiasnymi Doktorantki wraz z ich
oméwieniem. Ponadto, w pracy umieszczono Streszczenie, Abstract, Wykaz stosowanych
skrotow, Spis Rycin oraz Spis Tabel. Praca liczy 157 stron i zawiera 37 tabel oraz 49 rycin.
Pismiennictwo obejmuje 212 publikacji oraz 6 stron internetowych, zwigzanych z tematyka

rozprawy, w tym 53 pozycje z lat 2013-2018.

W pracy zawarto rowniez informacje o 4 projektach/grantach, w ramach ktorych byty
realizowane badania. Wedlug mnie informacja o prestizowym projekcie PRELUDIUM
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki powinna byé zamieszczona na poczatku
pracy, cho¢ zwyczajowo w publikacjach informacje tego typu podaje si¢ na koficu. Ponadto,
w pracy Doktorantka przedstawita swoj dorobek naukowy, z uwzglednieniem publikacji i
komunikatow  konferencyjnych prezentowanych w formie wustnej i posterow,

przedstawiajacych wyniki zamieszczone w pracy.

Oceniajgc rozprawe doktorska pod wzgledem merytorycznym, nalezy zaznaczy¢, ze
recenzowana przeze mnie dysertacja $§wiadczy o wszechstronnej wiedzy Doktorantki w
zakresie problemow dotyczacych biomaterialow stosowanych w medycynie, zarowno w
aspekcie teoretycznym jak i praktycznym. We Wstepie Doktorantka oméwita w sposob
syntetyczny wybrane biomaterialty stosowane w medycynie, jak roéwniez przedstawita
aktualne problemy zwigzane z zakazeniami okolowszczepowymi z uwzglednieniem
najwazniejszych czynnikdéw etiologicznych tych zakazen oraz istotnego udziatu biofilmu w
ich patogenezie. Wazny podrozdziat Wstepu opisuje metody umozliwiajace ochrone
przeciwbakteryjng biomateriatdw, w tym modyfikacje ich powierzchni nadajagce im
wiasciwosci antyadhezyjne i/lub przeciwdrobnoustrojowe. We Wstepie Doktorantka opisata
rowniez mozliwosci zastosowania inhibitorow proteaz w medycynie jako czynnikow
przeciwdrobnoustrojowych, bioragc pod uwage fakt, ze enzymy proteolityczne sg jednym z

waznych czynnikow patogennosci drobnoustrojow.

W rozdziale Materiat 1 metody Doktorantka opisata zastosowane w pracy inhibitory
proteaz, nosniki stosowane do immobilizacji, szczepy wzorcowe drobnoustrojow oraz
odczynniki i sprzgt laboratoryjny. Na uwage zastuguje szczegdtowy i przejrzysty opis metod
badawczych wykorzystanych w toku pracy, swiadczacy o opanowaniu przez Doktorantke

nowoczesnego i trudnego warsztatu eksperymentalnego w zakresie badan nad biomateriatami.



Metody badawcze obejmowaly opis eksperymentéw w zakresie uwarunkowan procesu
immobilizacji inhibitorow proteaz na powierzchni szkla porowatego lub wybranych
biomateriatow — protezy Uni-Graft K DV (proteza poliestrowa impregnowana zelatyna),
protezy Codubix (proteza poliestrowo-polipropylenowa) oraz protezy Hemagard Intergard
(proteza poliestrowa impregnowana kolagenem), jak rowniez w zakresie analizy wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych (przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych), cytotoksycznosci

oraz struktury powierzchni zmodyfikowanych biomateriatow.

Wyniki uzyskane w toku pracy Doktorantka przedstawita w postaci 20 tabel i 42 rycin,
opisujac je w sposob systematyczny. Doktorantka przedstawita dane opisujace optymalizacje
procesu immobilizacji inhibitorow proteaz z zastosowaniem szkta porowatego jako nosnika,
podajac optymalne stezenie inhibitora oraz rodzaj i st¢zenie zwiazku siecjujacego, jak
rébwniez dane dotyczace stabilnosci immobilizowanych w tych warunkach inhibitoréw
proteaz. Nastepnie opisata wydajnos¢ immobilizacji inhibitorow proteaz na stosowanych w
pracy biomateriatach, zaznaczajac, ze najwyzsza aktywno$¢ immobilizowanych inhibitorow
wykazano w przypadku protezy Uni-Graft. Ponadto, ocenita udzial wigzan kowalencyjnych 1
niekowalencyjnych w procesie immobilizacji inhibitorow. Przedstawita dane dotyczace
stabilnosci immobilizowanych inhibitorow w roéznych warunkach s$rodowiska i1 przy
zastosowaniu roznych metod sterylizacji. Zasadnicza czg$¢ wynikdéw dotyczyla oceny
wilasciwosci przeciwbakteryjnych 1 przeciwgrzybiczych zmodyfikowanych biomaterialow z
immobilizowanymi inhibitorami proteaz. Badania te poprzedzono oznaczeniem dwodch
podstawowych parametrow  opisujacych  wrazliwos¢ drobnoustrojow na zwiazki
przeciwdrobnoustrojowe, tj. MIC (minimal inhibitory concentration) i MBC (minimal
bactericidal concentration) lub MFC (minimal fungicidal concentration). Chciatabym zwrécicé
uwage, ze zgodnie z obowigzujacymi standardami wymienionym powyzej parametrom
powinny by¢ przyporzadkowane konkretne wartosci liczbowe, np. 0,25 mg/ml, a nie > 0,25
mg/ml. Zazwyczaj w tego typu badaniach stosuje si¢ standardowe inokulum, np. 0,5 w skali
McFarlanda lub odpowiednie jego rozcienczenia. W Tabelach 23-25 Doktorantka
przedstawita wyniki dotyczace stopnia redukcji gestosci populacji drobnoustrojow w
obecnosci natywnych inhibitoréw oraz inhibitoréw unieruchomionych na powierzchni protez.
Uwazam, ze tytul tej Tabeli jest troche mylacy, poniewaz zawarte w niej dane przedstawiaja,
zgodnie z opisem w tekscie, gestos¢ populacji drobnoustrojéw traktowanych inhibitorami w
poroéwnaniu do gestosci populacji kontrolnej. Moze lepiej bytoby te dane przedstawi¢ w

postaci wykreséw. Uzyskane wyniki wskazuja na niewielki wplyw inhibitoréw zaréwno w



formie natywnej jak i immobilizowanej na badane drobnoustroje w postaci hodowli ptynnych.
Doktorantka przeprowadzita bardzo wazne z praktycznego punktu widzenia eksperymenty,
umozliwiajgce ocen¢ adhezji badanych drobnoustrojow do powierzchni zmodyfikowanych
biomateriatow w poréwnaniu z niemodyfikowanymi biomateriatami, a nastepnie tworzenia
biofilmu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze tylko niektoére ze zmodyfikowanych biomateriatow
wykazywaty wilasciwosci antyadhezyjne i antybiofilmowe, ograniczajgc przyleganie do ich
powierzchni wybranych drobnoustrojow, a w konsekwencji hamowanie tworzenia biofilmu,
zwlaszcza w przypadku S. aureus oraz protezy Uni-Graft. Najbardziej efektywny okazat sie
syntetyczny inhibitor AEBSF. Doktorantka wykorzystujac techniki mikroskopowe (SEM)
wykazata bardzo interesujagca cech¢ modyfikowanych biomateriatow, tj. wystepowanie
drobnoustrojow na powierzchni w postaci rozproszonych komérek w odroznieniu od
niemodyfikowanych biomateriatow, gdzie drobnoustroje wystepowaly na powierzchni w
postaci skupisk i mikrokolonii otoczonych macierzq zewngtrzkomorkowa. Ponadto,
zmodyfikowane biomaterialy nie wykazywaly efektu cytotoksycznego w stosunku do
prawidfowej linii ludzkich komoérek nablonkowych HSF. Ponadto, wykazata, ze modyfikacja
biomateriatow inhibitorami proteaz spowodowata wygladzenie powierzchni lub zwigkszenie

chropowatosci, w zaleznosci od zastosowanego inhibitora.

Rozdziat Dyskusja stanowi wnikliwg i wszechstronng analize wynikéw uzyskanych
przez Doktorantke w toku pracy w konfrontacji z wynikami innych autoréw z o$rodkow
badawczych z kraju i ze $wiata, co $wiadczy o Jej dojrzalosci naukowej. W Dyskusji
Doktorantka poruszyla przede wszystkim problemy zwigzane z modyfikacjami
biomateriatow, przedstawiajgc wady 1 zalety poszczegélnych rozwigzan, w tym
zaproponowanej w pracy modyfikacji z zastosowaniem inhibitorow proteaz, w aspekcie
ograniczania wystgpowania zakazen zwigzanych z biomaterialami. W tym rozdziale
Doktorantka przedstawita plany dalszych badan, ktore beda cenng wskazéwka w ocenie
efektywnosci i przydatnosci biomaterialtow modyfikowanych inhibitorami proteaz w praktyce

klinicznej.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wyciggneta logiczne wnioski,
dotyczace samego procesu immobilizacji jak i wiasciwosci biologicznych i fizyko-
chemicznych zmodyfikowanych biomateriatow. Mozna byloby tez sformutowaé koncowy

wniosek, podsumowujacy osiggnigcia tej bardzo cennej i interesujacej pracy.



Podsumowujac, recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne i bardzo
wartosciowe rozwigzanie problemu badawczego, jakim jest opracowanie nowej metody
modyfikacji biomaterialdw poprzez kowalencyjng immobilizacj¢ inhibitorow enzymow
proteolitycznych na powierzchni wybranych biomaterialbw wraz z uzyskaniem nowych
wlasciwosci tych biomateriatdéw, w tym wilasciwosci antyadhezyjnych i antybiofilmowych.
Pani mgr Katarzyna Szatapata jest niewatpliwie ekspertem w tej dziedzinie. Pewne
niedociggnigcia zauwazone w pracy, glownie o charakterze redakcyjnym i bledow
edytorskich, oraz komentarze zawarte w tresci recenzji nie wplywaja na ogoélng, bardzo

wysoka oceng pracy i moga by¢ skorygowane podczas przygotowywania pracy do druku.

Recenzowana praca spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim
zard6wno pod wzgledem formalnym jak i merytorycznym. W zwiazku z tym zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie —Sktodowskiej
w Lublinie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Szatapaty do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng
recenzowanej rozprawy doktorskiej 1 jej istotne znaczenie w aspekcie nowych rozwigzan w
dziedzinie biomateriatow, jak rowniez dorobek naukowy Doktorantki, stawiam wniosek o

wyroznienie tej pracy.
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