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Ocena

osiagniecia naukowego pt. ,,Neutrofilowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (NPP),
wlasciwosci, interakcje z neutrofilami i makrofagami, potencjalne zastosowania ekstraktu
neutrofilowego we wspomaganiu procesoOw gojenia” oraz dorobku naukowego doktor
nauk weterynaryjnych Joanny Sylwii Wessely-Szponder adiunkt w  Zakladzie
Patofizjologii Katedry Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w zwiazku z wszcze¢ciem
postepowania habilitacyjnego

Dr n wet. Joanna Sylwia Wessely-Szponder ukonczyla studia na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej Akademii Rolniczej (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy) w Lublinie uzyskujac
tytut lekarza weterynarii w 1993 roku (dyplom lekarza weterynarii nr 22805 z dnia 21 kwietnia
1993). Po ukonczeniu studiéw rozpoczgta prace poczatkowo na stanowisku asystenta (w latach
1994-2006), nastgpnie adiunkta (od roku 2006- nadal) w Zaktadzie Patofizjologii Katedry
Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Uwienczeniem badan prowadzonych w pierwszych latach pracy
Habilitantki w Zakladzie Patofizjologii Katedry Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych,
o6wczesne] Akademii Rolniczej w Lublinie, jest tytul doktora nauk weterynaryjnych,
(specjalnos¢ — patofizjologia weterynaryjna) uzyskany w 2006 roku, na podstawie rozprawy pt.
,Udzial cytokin w destrukcyjnej odpowiedzi neutrofili w przebiegu zespotu oddechowego u
jatowek” nadany uchwatg Rady Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w
Lublinie w dniu 26 stycznia 2006 roku. Od poczatku pracy zawodowej w Katedrze

Patofizjologii, zainteresowania Habilitantki koncentrowaly si¢ wokdét oceny czynnos$ci



neutrofili oraz ich roli w rozwoju réznych stanow patologicznych. Swoje umiejetnosci
dotyczace prowadzonych badan Kandydatka doskonalita, odbywajac 1 tygodniowe szkolenia:
w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzgbcu, w 1996 r. i
dwukrotnie w Dipartimento di Anatomia Biochimica e Fisiologia Veterinaria, Universita di
Pisa, w 2003 r. 1 2004 r. Byta rdwniez uczestnikiem kursu ,,Podstawowe metody badan biatek
i ich interakcji z DNA* organizowanego przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi, w 2008r.
Publikacje powstate zarowno przed uzyskaniem tytutu doktora nauk weterynaryjnych jakite z
ostatnich lat jej pracy w Zakladzie Patofizjologii Katedry Przedklinicznych Nauk
Weterynaryjnych sa spdjne tematycznie i §wiadcza o ukierunkowaniu jej zainteresowan
naukowych. Dzialalno§¢ naukowa i1 stworzony przez Habilitantk¢ warsztat badawczy
przyczynity si¢ do powstania szeregu wartosciowych prac opublikowanych migdzy innymi w
czasopismach posiadajacych wspodtczynnik wplywu (impact factor, IF), ktore znajduja si¢ na
liscie filadelfijskiej. Nalezy do nich réwniez osiggnigcie naukowe zatytutowane ,,Neutrofilowe
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (NPP), wlasciwosci, interakcje z neutrofilami i makrofagami,
potencjalne zastosowania ekstraktu neutrofilowego we wspomaganiu procesOw gojenia”
sktadajacego si¢ cyklu monotematycznych artykutéw naukowych. Przedlozone do oceny
osiggnigcie naukowe sktada sie z cyklu 6 prac pelnotekstowych, ktore zostaty opublikowane w
czasopismach posiadajacych IF, znajdujacych si¢ na liscie filadelfijskie;j:

1. Wessely-Szponder J., Majer-Dziedzic B., Smolira A. 2010. Analysis of antimicrobial
peptides from porcine neutrophils. Journal of Microbiological Methods 83, 8-12. IF (2010):
2,018, punkty MNiSW(2010):27.

2. Wessely-Szponder J., Bobowiec R., Szponder T. 2012. The influence of porcine prophenin
on neutrophils isolated from rabbit blood during implantation of calcium sulphate graft material
into bone tissue. World Rabbit Science 20, No 3, 163-172, IF (2012) :0,62, punkty MNiSW

(2012):25.



3. Wessely-Szponder J., Szponder T., Bobowiec R., Smolira A. 2013.The influence of porcine
cathelicidins on neutrophils isolated from rabbits in the course of bone graft implantation.
World Rabbit Science 21, 175-183, IF (2013) :0,86, punkty MNiSW (2013):25.
4. Smolira A., Wessely-Szponder J. 2015. Importance of the matrix and the matrix/sample ratio
in MALDI-TOF-MS analysis of cathelicidins obtained from porcine neutrophils. Applied
Biochemistry and Biotechnology Part A: Enzyme Engineering and Biotechnology 175, 2050-
65. IF (2015): 1,606, punkty MNiSW (2015):20.
5. Wessely-Szponder J., Smolira A. 2015. Response of antimicrobial peptides from porcine
neutrophils to pentoxifylline and antigens from Gram negative and Gram positive bacteria.
Research in Veterinary Science 104, 160—165, IF (2015): 1,298 punkty MNiSW (2016):35.
6. Wessely-Szponder J., Szponder T., Bobowiec R. 2017. Different activation of monocyte-
derived macrophages by antimicrobial peptides at a titanium tibial implantation in rabbits.
Research in Veterinary Science 115, 201-210, IF (2015): 1,298 punkty MNiSW (2015): 35.
Wiodacym tematem badan w/w publikacjach sa neutrofilowe peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (NPP) oceniane u dwoéch gatunkow zwierzat. Dzieki modyfikacji
metody Anderson i wsp. Kandydatka mogta skutecznie wyizolowaé a nastgpnie zbadaé
naturalne NPP, w warunkach ,,in vitro”, oceniajac czynno$¢ granulocytow, monocytow i
makrofagéw po stymulacji r6znymi czynnikami pro- i przeciwzapalnymi. Przyktadem moze
by¢ opracowana przez Habilitantk¢ metoda, izolacji z surowego ekstraktu neutrofilowego $win,
a nastgpnie identyfikacji katelicydyn, co pozwolito na oceng¢ ich wlasciwosci
antybakteryjnych i cytotoksycznych. Waznym elementem badan przeprowadzonych w ramach
osiggnigcia naukowego byta optymalizacja metody identyfikacji peptydow w badanych
probkach za pomoca spektrometrii mas MALDI TOF.
W pieciu pracach z tego cyklu Habilitantka jest pierwszym autorem. Zataczone o§wiadczenia

wszystkich wspotautorow potwierdzaja, ze wklad Kandydatki w prezentowane prace jest



wiodacy, a ona sama swoj udzial procentowy szacuje na 80-90%. (z wyjatkiem jednej
publikacji — w ktorej jej udziat wynosi 10% 1 gdzie jest drugim autorem). Laczna punktacja
prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego wynosi: impact factor = 7,7 wedhug listy
JCR, wedtug listy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego=167 pkt. Pierwsza z publikacji
sktadajacych si¢ na osiagniecie naukowe (Journal of Microbiological Methods 2010, 83, 8-12)
jest praca, ktorej wyniki stanowily baze wyjsciowa do dalszych badan. Pozwolity one na
optymalizacjg preparatyki liofilizatu ekstraktu z granulocytéw §win, z zawartymi w niej NPP
(PR-39, PG1, PG2, PG3, PF2), do pomiaru metoda MALDI. Badania zostaly wykonane we
wspotpracy z Zakladem Spektrometrii Mas Instytutu Fizyki Uniwersytetu Marii Curie
Sktodowskiej. Nalezy podkres§li¢ znaczenie, mozliwosci praktycznego wykorzystania
opracowanej przez Kandydatke metody, do oceny probek biologicznych w celu szybkiego i
doktadnego wykrycia w nich réznych rodzajéw katelicydyn. Znalazto to réwniez
odzwierciedlenie w publikacji (Applied Biochemistry and Biotechnology 2015, 175 (4), 2050-
65). Podobnie jak w poprzednio omawianej pracy, jej wyniki maja rdwniez istotne znaczenie
praktyczne. W kolejnych dwoch publikacjach (World Rabbit Science 20, No 3, 163-172. i
World Rabbit Science 21, 175-183) sktadajacych si¢ na osiggnigcie naukowe dr n wet. Joanna
Sylwia Wessely-Szponder badata wptyw implantow do ubytku w kosci piszczelowej, na
neutrofile pobrane z krwi krolikow w réznych odstepach czasu po zabiegu. W pierwszej
publikacji, gdzie zastosowano implant z siarczanu wapnia, badania wykazaty, ze profeniny
uzyskiwane z neutrofili $win oprocz dzialania bakteriobojczego wykazuja efekty
immunomodulujace, ktéorych dynamika zmieniala si¢ w czasie. W drugiej z omawianych
publikacji oceniono wptyw implantu tytanowego na krazace we krwi monocyty, w warunkach
stymulacji ekstraktem neutrofilowym. Wyniki obu prac sugeruja, ze ekstrakt neutrofilowy
wykazuje  zréznicowane  wielokierunkowe — dziatanie, = zar6wno  pro- jak i

przeciwzapalne. Wydaje si¢, ze w odpowiednio dobranych stezeniach peptydy te moga by¢



rozwazane jako preparaty do miejscowego wspomagania zrostu kostnego podczas implantacji

biomateriatu. Kolejna praca z tego cyklu (Research in Veterinary Science 2015, 115,201-210),

dotyczy oceny oddzialywania implantu tytanowego na krazace we krwi krélika monocyty oraz

wplywu ekstraktu antybakteryjnego pozyskanego z neutrofili krdliczych na makrofagi podczas
implantacji tytanu do ubytku kostnego w kosci piszczelowej krolika. Badania wykazaty
mozliwo$¢ czeSciowego wptywu na czynno$¢ makrofagdw i1 proces gojenia tkanek przez
dodanie ekstraktu neutrofilowego. Wazna czeécig badan przeprowadzonych w ramach
osiggnigcia naukowego byla ocena wplywu pentoksyfiliny (PTX), - jako czynnika, ktory moze
hamowa¢ niektdre prozapalne funkcje neutrofili- np. na uwalnianie przez granulocyty
dojrzatych, aktywnych postaci katelicydyn u §win. Uzyskane wyniki wskazuja na istotne
hamowanie przez PTX szeregu funkcji prozapalnych granulocytow, migdzy innymi: zdolno$¢
do uwalniania elastazy, MPO, zasadowej fosfatazy (ALP), po stymulacji LPS lub fMLP. Co
wigcej Habilitantka wykazala, ze wytwarzanie katelicydyn nie zostato zahamowane przez PTX

(Research in Veterinary Science 2015, 104, 160-165).

Wyniki badan uzyskane przez Habilitantk¢ w ramach osiagnigcia naukowego pozwolity na

wyciggnigcie ponizszych wnioskow:

1) Opracowana przeze mnie modyfikacja metody separacji peptyddw pozwala na rGwnoczesng
izolacj¢ wszystkich obecnych w neutrofilach katelicydyn, a takze pozyskiwanie tych
peptydow z hodowli komdrkowych.

2) Wykazatam, ze metoda MALDI TOF jest uzyteczna do identyfikacji otrzymywanych
peptydéw antybakteryjnych zaréwno z ekstraktéw neutrofilowych, jak 1 hodowli
komorkowych, tak wigc pozwala na jakosSciowa oceng skladu peptydowego frakcji

pochodzacych od roznych gatunkow.



3) Ekstrakt komorkowy otrzymany z neutrofili $win stymuluje prozapalnie neutrofile krolicze.
Wzmaga uwalnianie enzymow (elastazy, MPO, ALP) i wytwarzanie wolnych rodnikow,
wspomagajac antybakteryjne dziatanie w przebiegu implantacji biomateriatu.

4) Wyizolowane naturalne katelicydyny $win (profeniny, PR-39, jak i protegryny) zmniejszaja
uwalnianie MPO 1 ALP, ograniczaja tez generowanie wolnych rodnikoéw z neutrofili
kroliczych w przebiegu implantacji biomaterialu. Natomiast uwalnianie elastazy, niezbg¢dnej
na wczesnym etapie rozwoju reakcji zapalnej, nie jest hamowane.

5) Wplyw ekstraktu neutrofilowego na polaryzacj¢ makrofagow zaréwno pro- jak i
przeciwzapalng, zapewnia ich optymalne zastosowanie we wspomaganiu zrostu kostnego i
wspotuczestniczy ze znanym juz dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym, majacym
znaczenie w ograniczeniu stosowania antybiotykow.

6) Zabieg wszczepienia do ubytku kostnego implantu tytanowego nie aktywuje krazacych
monocytow, w sposob, ktory zmieniat by morfologi¢ i funkcj¢ pochodzacych z nich
makrofagow.

7) Zastosowanie pentoksyfiliny, jako czynnika hamujacego aktywno$¢ neutrofili, nie ogranicza

ekspresji dojrzatych postaci katelicydyn w hodowlach neutrofilowych.

Podsumowujac, wyniki zaprezentowane w osiggni¢ciu naukowym stwierdzam, ze sg one cenng
préba opracowania nowych i modyfikacji opisanych juz w literaturze naukowej metod izolacji
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych oraz poznania ich wptywu w niezbadanych jeszcze
warunkach na granulocyty i monocyty krwi §win i krolikow. Zbadanie mechanizméw
bakteriobojczych i immunomodulujagcych NPP w warunkach zwigzanych zarowno ze stanem
zapalnym jak i z regeneracja tkanek, by¢ moze pozwoli na opracowanie nowych metod
leczenia. Nalezy podkresli¢ praktyczny aspekt uzyskanych wynikow badan, co wnosi nie tylko

okreslone warto$ci poznawcze, ale ma réwniez wazne znaczenie praktyczne.



Ocena pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych (dorobku naukowego)

Pozostate osiggnigcia naukowo-badawcze dr n. wet. Joanny Sylwii Wessely-Szponder
obejmuja 33 publikacje, w tym 13 oryginalnych prac znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JCR) oraz 6 prac pogladowych. Jest pierwszym autorem w 21 pracach oryginalnych i
6 artykutach przegladowych. bLaczna suma punktow z wiaczeniem prac sktadajacych si¢ na
osiggnigcie naukowe wynosi: IF = 14.478, MNiSW = 504 pkt). Habilitantka jest réwniez
autorem lub wspotautorem 20 doniesien zjazdowych prezentowanych na kongresach
krajowych 1 migdzynarodowych. W dostarczonych materiatach dotyczacych wszczecia
postepowania habilitacyjnego brak danych na temat liczby cytowan i indeksu Hirscha.

W poczatkowym etapie pracy zawodowej w Katedrze Patofizjologii, zainteresowania
Habilitantki koncentrowaty si¢ wokét oceny czynno$ci neutrofili bydlecych (w tym aktywnosci
sekrecyjnej) w przebiegu ostrego 1 przewleklego zespolu oddechowego u bydta (BRD), skaz
krwotocznych u zwierzat ze szczegdlnym uwzglednieniem choroby von Willebranda u pséw,
aktywnosci proliferacyjnej limfocytow oraz wptywu PMSC na wytwarzanie estrogenu przez
komorki warstwy ziarnistej jajnika. Z tego czasu pochodzi 9 prac (IF=0,188, 27 pkt
MNiSW). Kandydatka jako jedna z pierwszych w Polsce udowodnita, ze nadmierna aktywacja
granulocytéw i sekrecja przez nie réznych czynnikow istotnie wptywa na przebieg kliniczny
zespolu oddechowego u bydia (Polish Journal of Veterinary Sciences, 7,157-161) oraz na
wydzielanie wybranych cytokin TNFa 1 IL-8 w warunkach in vitro (Acta Veterinaria Hungarica
56, 187-196). Wykazala rowniez, ze aktywnos$¢ prozapalna neutrofili moze przyczyni¢ si¢ do
nieodwracalnych uszkodzen ptuc u bydla, co wydaje si¢ istotne z praktycznego i klinicznego
punktu widzenia. Co wigcej badania wykazaty, ze podawanie antybiotyku monenzyny u bydta
w przebiegu BRD moze dodatkowo nasili¢ objawy choroby (Medycyna Wet. 62(8), 951-
954). Dziatalno$¢ naukowa Habilitantki mozna podzieli¢ na kilka tematéw badawczych wsrod

ktérych nalezy wymienié:



1) Zaburzenia krzepnigcia krwi 1 reakcji zapalnej w réznych stanach patologicznych —
wykazano miedzy innymi powigzania uktadu krzepniecia i reakcji zapalnej u bydta, ktore
prowadzi¢ moga do powaznych zaburzen lacznie z zespolem rozsianego krzepnigcia
srédnaczyniowego (DIC) 1 zespotem uszkodzen wielonarzadowych (MODS) (Acta
Veterinaria Hungarica 57, 2, 283-293) oraz zwigzek wybranych czynnikdéw krzepnigcia z
zaburzeniami rozwojowymi u psOw: chorobg Legg-Calve-Perthesa (LCD) i osteochondroza
(OC) (J Bull Vet Inst Pulawy 54, 433-436).

2) Wptyw znieczulenia na aktywnos$¢ wydzielnicza neutrofili kroliczych — udowodniono, ze
badane $rodki znieczulajace powodowaty obnizenie uwalniania elastazy, MPO, ALP i NO
na poczatku znieczulenia, a efekt ten ustgpowat po 24 godzinach od zabiegu operacyjnego
(World Rabbit Science 2010, 18:169-177).

3) Aktywno$¢ wydzielnicza neutrofili w odniesieniu do zaburzen reprodukcyjnych u réznych
gatunkow zwierzat — interesujace badania, ktore wykazaly, ze w fazie lutealnej u loch
zmniejszata si¢ aktywno$¢ wydzielnicza, podczas gdy w fazie pgcherzykowej nasilata
aktywno$¢ wydzielnicza neutrofili co przekladalo si¢ na zmiany odpornosci zalezne od fazy
cyklu rujowego (Bull Vet Inst Pulawy, 2013, 57, 65-68), w kolejnej pracy z tego cyklu
stwierdzono Ze zmniejszona czynno$¢ granulocytow zwigksza podatno$¢ klaczy na
zakazenia uktadu rozrodczego (endometritis) i trudnosci z zazrebieniem w pierwszej rui po
porodzie (Journal of Equine Veterinary Science, 2014, 34, 1286—1293).

4) Odpowiedz makrofagowa na stymulacj¢ prozapalng w przebiegu procesu nowotworowego —
badania przeprowadzono na makrofagach od chorych na pierwotnego raka watroby
(hepatocellular carcinoma -HCC) oraz od szczurdw z doswiadczalnie wywotanym
nowotworem (In vivo 2016, 30 (6) 853-862).

5) Znaczenie odpowiedzi zapalnej w stresie transportowym u koni - Medycyna Wet. 2014,

(70), 546-549 1 Polish Journal of Veterinary Sciences 2015, Vol. 18, No. 2, 407-413.



Zashuga Habilitantki jest tez modyfikacja metody oceny aktywnosci sekrecyjnej granulocytow
1 dostosowanie jej do specyfiki gatunkowej zwierzat oraz udoskonalenie metody ilo$ciowej
analizy peptydéw z uzyciem MALDI TOF. Metody te wykorzystata rowniez w swoich
pdzniejszych badaniach naukowych (Rapid Commun. Mass Spectrom. 2015, 29, 1811-1816).

Podsumowujac pozostaty dorobek naukowy stwierdzam, ze uzyskane wyniki sg istotne
z praktycznego i klinicznego punktu widzenia. Wszystkie wymienione wyzej publikacje
napisane zostaly ze znajomo$cia omawianych zagadnien. Zagadnienia prezentowane w
przedstawionych pracach z catg pewnos$ciag wymagaty zmudnej i skrupulatnej pracy badawcze;j.

Wsrdéd pozostatych osiggnie¢ zawodowych nalezy wspomnie¢ o dziatalno$¢
dydaktycznej Habilitantki, ktéra obejmuje wieloletnig pracge ze studentami Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Prowadzita i nadal prowadzi zaj¢cia z zakresu patofizjologii,
wspotuczestniczyla w tworzeniu programu zajec¢ dla tego przedmiotu i innych. Od roku 2007
jest opiekunem Studenckiego Kota Patofizjologow, a czlonkowie tego Kota wielokrotnie
zdobywali nagrody i wyrdznienia na Miedzynarodowych Konferencjach Studenckich Kot
Naukowych. Od 2007 jest kierownikiem lub wykonawca projektow prezentowanych w trakcie
Lubelskiego Festiwalu Nauki. Habilitantka jest cztonkiem nast¢pujacych towarzystw
naukowych: Polskiego Stowarzyszenia Biomateriatow, Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych, od 2016 roku jest skarbnikiem Lubelskiego Oddziatu PTNW. Od 2016 roku
jest Czlonkiem Komitetu Redakcyjnego czasopisma Archives on Veterinary Science and
Technology. Szesciokrotnie recenzowata prace w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym
w tym dwukrotnie w czasopismach z listy filadelfijskiej.

Reasumujgc stwierdzam ze wyniki badan dr n. wet. Joanny Sylwii Wessely-
Szponder sktadajace si¢ na osiggnigcie naukowe jak i jej dorobek naukowy oraz pozostate
osiggnigcia zawodowe, spetniaja warunki okreslone w Ustawie z dn. 18 marca 2011 r. o

tytutach naukowych 1 stopniach naukowych oraz w rozporzadzeniu Ministra Nauki 1



Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 wrze$nia 2011 r. Zaréwno osiggnigcie naukowe jak i pozostate
prace $wiadcza o jej zaangazowaniu w prace¢ naukowg i pozwalaja na opracowanie
praktycznych zalecen dotyczacych wykorzystania naturalnych NPP. Na podstawie dokonanej
oceny osiagni¢cia i dorobku naukowego mam przyjemnos$¢ przedtozy¢ Wysokiej Radzie
Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, wniosek o
dopuszczenie dr n. wet. Joanny Sylwii Wessely-Szponder do dalszych etapow postgpowania

habilitacyjnego.
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