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Jednym z waznych osiagnie¢ wspdtczesnej chirurgii sa operacje, podczas ktdrych
chorym sa wszczepiane réznego rodzaju sztuczne implanty czy protezy. Przykladowo,
protezy naczyniowe zrewolucjonizowaly chirurgi¢ naczyniowa, umozliwiajac normalne
funkcjonowanie pacjentom, ktorzy bez nich byliby skazani na unieruchomienie do konca
zycia. Podobnie stato si¢ w chirurgii ortopedycznej, gdzie do niedawna uszkodzenie szyjki
kosci udowej byto dla chorego rownoznaczne z trwatym inwalidztwem.

Niestety operacje wszczepiania protez zwiazane sa ryzykiem powstawania powiklan
infekcyjnych, ktére moga wystapi¢ bezposrednio lub nawet wiele miesiecy lub lat po zabiegu
implantacji. Opisywana w literaturze czgsto$¢ powiklan infekcyjnych po operacjach re-
konstrukcji naczyn wynosi 1-10%, a infekcje wszczepionej protezy dotycza 1-3%
operowanych chorych. Dzieje si¢ tak pomimo wykorzystywania coraz doskonalszych
materialdw biomedycznych, profilaktyki antybiotykowej oraz technik operacyjnych.

W celu zminimalizowania powiklan infekcyjnych na powierzchni protez czesto
immobilizuje si¢ antybiotyki, ktére przez diuzszy czas moga by¢ uwalniane w miejscu

implantacji. Jednak wada takiego rozwiazania jest powstawanie lekoopornosci.

Istnieje wiec pilna koniecznosé projektowania nowych materialéw biomedycznych do

konstrukcji protez wykazujacych trwate wlasciwosci bakteriobdjcze i/ lub bakteriostatyczne.

Dobrym przykladem proby sprostania takiemu zapotrzebowaniu jest niniejsza

rozprawa doktorska.



Doktorantka badata mozliwosé wykorzystania inhibitoréw enzymoéw proteolitycznych
do nadawania aktualnie stosowanym materialom biomedycznym (protezom) zdolnosci
zapobiegania adhezji do ich powierzchni drobnoustrojéw chorobotwérczych i hamowania
powstawania biofilmu wytwarzanego przez te drobnoustroje. Zaproponowane rozwiazanie

jest nowatorskie i bardzo ciekawe.

Doktorantka bardzo dokladnie sprawdzita mozliwos$¢ zastosowania trzech juz dos¢
dobrze znanych inhibitoréw proteaz serynowych: syntetycznego inhibitora AEBSF (fluorek
4-(2-aminoetylo benzenesulfonylu) oraz dwéch inhibitoréw naturalnych - inhibitora sojowego
oraz ludzkiej a;-antytrypsyny. Dobér tych inhibitoréw byt poprzedzony staranna analiza
danych literaturowych, ktore wyraznie wskazuja, ze inhibitory enzymoéw proteolitycznych
moga wykazywa¢ wlasciwosci przeciwwirusowe 1 przeciwdrobnoustrojowe. Ponadto
proteazy pochodzenia drobnoustrojowego zaliczane sa do bakteryjnych i grzybowych

czynnikéw wirulencji oraz biorg czynny udzial w powstawaniu biofilmu.

Bardzo dobrym pomystem jest zaproponowanie przez Doktorantke wykorzystania
AEBSF, ktory hamuje m.in. chymotrypsyne, kalikrening, plazming, trombing i ftrypsyne 1
wykazuje specyficznosé podobna do dobrze juz znanego inhibitora PMSF. Jego zdolnos¢ do
hamowania trombiny pozwala przypuszcza¢, ze po immobilizacji na powierzchni protezy
naczyniowej moze jej nada¢ nie tylko zdolno$¢ unieszkodliwiania mikroorganizmow
pojawiajacych si¢ w miejscu implantacji, ale takze wlasciwosci przeciwzakrzepowe. Ponadto
AEBSF jest bardzo stabilny przy nizszych wartosciach pH 1 z uwagi na fakt, ze jest

syntetyczny, bedzie tez relatywnie tani.

W pierwszym etapie badan Doktorantka opracowata techniki kowalencyjnej
immobilizacji badanych inhibitoréw na powierzchni materialdéw biomedycznych uzywanych
do produkeji protez Uni-Graft (proteza poliestrowa impregnowana zelatyna stosowana m.in.
do zabiegdw na tetnicach), protez kosci czaszki Codubix (proteza poliestrowo -
polipropylenowa o wlasciwosciach mechanicznych podobnych do kosci) oraz protez
naczyniowych Hemagard (proteza dziana poliestrowa impregnowana kolagenem). Ten etap
badan obejmowal opracowanie optymalnych warunkéw immobilizacji wybranych
inhibitordw proteaz na szkle o kontrolowanej porowatosci (dobdr optymalnego stezenia
inhibitora, dobér rodzaju zwiazku sieciujacego i jego stezenia). Tak ustalone procedury

wiazania inhibitoréw do powierzchni szkla zostaly nastgpnie wykorzystane do opracowania



techniki immobilizacji inhibitoréw na powierzchni wybranych materialéw biomedycznych

(protez).

Doktorantka wykazata, ze optymalnym czynnikiem sieciujacym do immobilizacji
inhibitorow proteaz na powierzchni biomaterialdéw jest aldehyd glutarowy. Uzyskana
wydajnos¢ immobilizacji wahata si¢ w zakresie od 11 do 51%. Inhibitory proteaz po
immobilizacji do badanych biomaterialdéw nie tracily zdolnosci do hamownia trypsyny.
Ponadto w niektérych kombinacjach obserwowano nawet wzrost ich zdolnosci hamujacych.
Poza tym uzyskane koniugaty biomaterialow z inhibitorami proteaz byly stabilne w
$rodowisku o roznych wartosciach pH i temperatury, a takze po sterylizacji promieniowaniem

UV i po dwumiesigcznym okresie przechowywania w chiodzie.

Kolejnym etapem badan bylo analiza wilasciwosci przeciwbakteryjnych i przeciw-
grzybowych modyfikowanych biomateriatéw. Analiza aktywnos$ci biologicznej wzgledem
szczepOw Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus oraz Candida
albicans wykazata, ze modyfikowane biomaterialy moga wptywa¢ hamujaco na wzrost 1
namnazanie komorek drobnoustrojow oraz ograniczaé ich zdolno$¢ do adhezji i wytwarzania
biofilmu. Warto podkresli¢, ze powstawanie biofilmu bakteryjnego na powierzchni
modyfikowanych biomateriatdéw Doktorantka $ledzita przy pomocy skaningowego
mikroskopu elektronowego.

Doktorantka wykazatla takze, ze biomateriaty (Uni-Graft) modyfikowane AESBF lub
ludzka «;-antytrypsyna nie wykazuja wlasciwosci cytotoksycznych wzgledem ludzkich

fibroblastow skory.

Doktorantka badala takze zmiany w strukturze powierzchni protez, powstajace na
skutek procesu immobilizacji inhibitor6w proteaz. Analiza struktury powierzchni z
zastosowaniem profilometru optycznego wykazata, ze w zaleznosci od zastosowanego
inhibitora moze dochodzi¢ zaréwno do wygladzenia powierzchni protezy, jak i1 do

zwiekszenia jej chropowatosci.

Reasumujac, badania przeprowadzone przez Doktorantke wyraznie wskazuja, ze
modyfikacja obecnie stosowanych biomaterialdw inhibitorami proteaz jest nowym, niezwykle
obiecujacym kierunkiem badan, ktére moga doprowadzi¢ do powstania protez wykazujacych
trwale wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, co w praktyce zapewne przyczyni si¢ do

redukcji czestosci powiktan infekeyjnych po implantacji.



Wykonane przez Doktoranke ta badania uwazam za uzasadnione i przydatne z

poznawczego, ale przede wszystkim — z praktycznego punktu widzenia.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska ma ogolnie przyjety uklad. Liczy 157 stron
maszynopisu. Obejmuje trzynascie rozdziatléw: streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenie (cze$¢ teoretyczna), cel pracy, czg$¢ doswiadczalna (materiaty i metody),
omoOwienie wynikow, dyskusje, wnioski, piSmiennictwo, spis tabel, spis rycin, wykaz prac
naukowych Doktorantki, oraz zataczniki. W pracy znajduje si¢ 49 rycin i 37 tabel. Stanowig
one staranna i bardzo obszerna ilustracj¢ pracy wykonanej przez Doktorantke. Na podstawie
przeprowadzonych badan Autorka sformulowata 7 wnioskow.

Praca zostala napisana bardzo starannie i przejrzyscie, a jej strona edytorska i jezyk
poza kilkoma drobnymi usterkami nie budzi wigkszych zastrzezen.

W czesci teoretycznej Doktorantka przedstawila aktualny stan wiedzy o
biomateriatach stosowanych obecnie w medycynie, opisala mikroorganizmy najczgscie]
wywotujace zakazenia protez, zjawisko biofilmu i jego role¢ w powstawaniu tych zakazen oraz
opisata aktualnie stosowane metody redukujace wystgpowanie powiklan infekcyjnych w
miejscu implantacji protezy. W koncowej czgsci wprowadzenia przytacza wybrane dane
literaturowe dotyczace enzymow proteolitycznych i ich inhibitorow oraz informacje
dotyczace wykorzystania inhibitorow proteaz w medycynie. Zamieszczone we wprowadzeniu

informacje dobrze uzasadniaja celowos¢ podjetych przez Doktorantke badan.

Przejrzyste i jasne ujgcie tematu wskazuje, iz Doktorantka bardzo dobrze zapoznata
si¢ z omawianymi zagadnieniami i potrafi wiedz¢ syntetyzowaé oraz jasno przekazac.
Niewatpliwie waznym dodatkiem do tej czgsci pracy sa profesjonalnie przygotowane ryciny,
ktore utatwiajg zrozumienie omawianych zagadnien.

Literatura omawianych zagadnien zostala starannie dobrana tematycznie 1 w

przewazajacej czesci pochodzi z ostatnich 10 lat.

Metodyka badan zostala szczegélowo opisana na 20 stronach rozprawy. Cel pracy jest
sformulowany jasno i dobrze uzasadnia podjete badania. Opis metodyki badan jest rzetelny i
dokladny. Wskazuje na samodzielno$§¢ wykonanej pracy, a takze na $wiadomy wybor
wiarygodnych i dostgpnych technik badawczych.

Sposdb przedstawienia wynikow nie budzi wigkszych zastrzezen. Uzyskane wyniki

Doktorantka przedstawita na 34 rycinach i w 26 tabelach.



W rozdziale ,.Dyskusja” Autorka w bardzo przejrzysty sposob podsumowuje zatozenia
i w oparciu o prawidlowo dobrane pismiennictwo krytycznie analizuje wyniki
przeprowadzonych badan. Rozprawe konczy akapit podsumowujacy cala pracg i wytyczajacy
kierunki przysztych badan. Po nim nastgpuje spis literatury zawierajacy pokazna liczbe 218
pozycji literaturowych.

Wyniki badan opisywane w rozprawie doktorskiej byly przedmiotem czterech
projektéw naukowych kierowanych przez Doktorantke, trzech publikacji i dziesigciu

prezentacji konferencyjnych.

Ponadto mgr Katarzyna Szalapata jest wspotautorem 5 publikacji recenzowanych w
czasopismach wyréznionych przez Journal Citation Reports, jednego rozdziatu w monografii
w jezyku angielskim, pracy pogladowej w Postgpach Biochemii i czterech rozdziatdw w
monografiach w jezyku polskim. Podkresli¢ nalezy, ze mgr Katarzyna Szatapata w latach
2015-2018 kierowata projektem PRELUDIUM dla 0s6b rozpoczynajacych karier¢ naukowa

finansowanym przez NCN.
Ponizej wymienitem uwagi krytyczne ktére nasungty mi si¢ podczas lektury rozprawy.

1. Tytul rozprawy nie w pelni odzwierciedla jej zawarto$¢. Tytul méwi tylko o
charakterystyce wybranych biomateriatéw modyfikowanych inhibitorami proteaz, podczas
gdy Doktorantka musiata najpierw opracowa¢ metody ich wytwarzania (co nie byto fatwe), a

dopiero potem mogta bada¢ ich wlasciwosci.

2y Niewiele informacji o inhibitorze sojowym.

3 Na cze$ci rycin nie zaznaczono odchylenia standardowego.

4. Legendy do czeci rycin sa na tyle skape, ze trudno szybko zinterpretowac pokazane
wyniki.

5 Pomiar spadku aktywnosci trypsyny wykorzystywany w pracy do oceny zdolnosci

hamujacych inhibitor6w proteaz immobilizowanych na biomateriatach moze dawac artefakty.
Pomiar prowadzi si¢ w silnie alkalicznym (niefizjologicznym) pH. Ponadto in vivo w miejscu
implantacji raczej nie oczekujemy obecnosci trypsyny. Mozna go jednak potraktowaé (z
uwagi na niski koszt) jako badanie wstgpne i uzupetnic¢ innym testem.

6. Okreslenie ,,aktywno$¢ inhibicji” jest zdaniem oceniajacego niezreczne, mozna

zastapié je sformutowaniem ,,zdolno$¢ do hamowania™ lub ,,potencjal hamujacy™.



Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi krytyczne, w gléwnej mierze majace
charakter marginalny lub polemiczny, jedynie w niewielkim stopniu obnizaja bardzo wysoka
0go6lna oceng przedstawionej rozprawy.

Reasumujac, rozprawa doktorska mgr Katarzyny Szalapaty pt. ., Wlasciwosci
wybranych  materialdw  biomedycznych modyfikowanych inhibitorami  enzymow
proteolitycznych™ stanowi oryginalne opracowanie naukowe, poruszajace zaawansowane
zagadnienia projektowania nowych biomateriatlow. Praca spetnia wymogi formalne i warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 63, poz. 595, z
péin. zm.) i na tej podstawie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej z wnioskiem o jej przyjecie i
dopuszczenie mgr Katarzyny Szatapaty do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom recenzowanej rozprawy oraz dorobek

naukowy Autorki, sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.
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