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Recenzja pracy doktorskiej mgr Karoliny Lach

pt. ,Badanie wlasciwo$ci przeciwbakteryjnych nanoczgsteczek dendrytycznych

wzmacniajacych dzialanie endolizyn fagowych przeciw bakteriom Gram-
ujemnym - ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej i dzialania cytotoksycznego w

badaniach in vitro”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Karoliny Lach, wykonana w
ramach Szkoty Doktorskiej Sekcja Nauki Sciste i Przyrodnicze, dyscyplina Nauki Biologiczne
pod kierunkiem promotora gléwnego dr hab. Karola Cieplucha oraz promotor pomocniczej dr
Matgorzaty Lysek-Gladysinskiej, ma posta¢ monografii obejmujacej tacznie 95 stron,

opracowanej bardzo starannie i zgodnie z wymogami przyjetymi dla prac doswiadczalnych.

Obecnie, ze wzgledu na narastajacy problem lekoopornosci bakterii na antybiotyKki,
poszukiwane sg alternatywne wobec klasycznej antybiotykoterapii metody leczenia zakazen
bakteryjnych, w tym zakazen wywolywanych przez szczepy leko- 1 wielolekooporne.
Nanosystemy, takie jak polimery, dendrymery oraz biogenne nanoczastki metali (srebra, ztota,
miedzi, platyny), sa uznawane za jedne z obiecujacych narzedzi w tym obszarze. Dla
wzmocnienia ich dzialania przeciwbakteryjnego czesto laczy sig je z biatkami

przeciwdrobnoustrojowymi w celu uzyskania efektu synergii.



Celem przedlozonej do recenzji pracy bylo scharakteryzowanie mechanizmu dziatania

antybakteryjnego kationowych dendrymerow karbokrzemowych oraz ich kompleksow z

CHAP-domena endolizyny fagowej wobec bakterii Pseudomonas aeruginosa PAO1. Wybor

zarébwno rodzaju nanoczastek, jak i modelowego patogenu nalezy uzna¢ za dobrze I

przekonujgco umotywowany. Autorka szeroko przedstawia problem opornosci bakteril z grupy

ESKAPE, ze szczegdlnym uwzglednieniem Gram-ujemnej £ aeruginosa jako patogenu

szpitalnego o ztozonych mechanizmach MDR/XDR/PDR, zdolno$ci do tworzenia biofilmu
oraz wywolywania trudno leczonych zakazen ran i tkanek miekkich. Réwnie szczeg6towo
Doktorantka uzasadnia wyb6r kationowych dendrymerow karbokrzemowych, w tym
metallodendrymeréw z jonami srebra, jako no$nikow 1 permeabilizatoréw blony zewnetrznej

(OM), potencjalnie pozwalajgcych przetamaé barierg blon OM i wzmocni¢ dziatanie
endolizyny fagowe;.

Na tle tak szeroko zarysowanego problemu lekoopornosci szczepdw uwage zwraca
zastosowanie w badaniach bedacych przedmiotem rozprawy, jedynie szczepu referencyjnego
(brak eksperymentéw na izolatach klinicznych MDR/XDR), co zawgza mozliwosé
bezposredniego wnioskowania o skutecznosci wobec szczepéw opornych. Z drugiej strony,
opublikowane dane o kationowych dendrymerach karbokrzemowych wskazujg podobng
skuteczno$é wobec szczepéw wrazliwych i MDR [Quintana-Sanchez et al. (2023), Study of the
antimicrobial activity of cationic carbosilane dendrimers..., Front Microbiol 14:1269547].
Mechanizm dzialania badanego w rozprawie ukladu (metallodendrymery/dendrymery +
endolizyna), oparty na permeabilizacji blony zewngtrzne), degradacji peptydoglikanu 1 indukci
reaktywnych form tlenu, omija klasyczne mechanizmy opornosci na antybiotyki tj. pompy
wyplywowe, B-laktamazy, modyfikacje PBP. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ z prosba,
aby podczas publicznej obrony Doktorantka odniosta si¢ do kwestii mozliwosci uogélniania
uzyskanych wynikow na szczepy kliniczne MDR/XDR. W szczegdlnosci interesuje mnie, na
ile, w ocenie Doktorantki, wolno ekstrapolowaé opisany w pracy mechanizm dziatania z
modelowego szczepu PAOI1 na szczepy wielolekooporne P. aeruginosa oraz na inne bakterie

Gram-ujemne, a w jakim zakresie konieczne sg tutaj osobne, ukierunkowane badania.

Na szczegllne podkreslenie zastluguje dobdr 1 zakres zastosowanej metodyki. Dla
realizacji celu pracy Doktorantka wykorzystala szeroki panel technik, ktére wzajemnie sig
uzupeliniajg 1 pozwalajg przesledzi¢ dziatanie badanych ukladéw od poziomu interakcji
molekularnych po efekt w ztozonym modelu tkankowym. W czesci in vitro zastosowano m.in.

pomiar gestosci optycznej (ODew) w celu okreSlenia aktywno$ci przeciwbakteryjnej i
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wyznaczenia minimalnych stezen hamujgcych, test z sondg NPN do oceny permeabilizacji
blony zewnetrznej, test degradacji peptydoglikanu z uzyciem Remazol Brilliant Blue oraz
oznaczanie produkcji reaktywnych form tlenu (DCFH-DA). W badaniach interakcji
dendrymer—endolizyna wykorzystano wygaszanie fluorescencji z analizg Stern—Volmera 1i

Van’t Hoffa oraz dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS) do oceny wielkosci czgstek 1

agregacji, uzupelione o obserwacje w transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.

Mechanizm dzialania wobec bakterii zostal zweryfikowany przy pomocy zestawu
metod obrazowych i fluorescencyjnych: testow zywotnosci LIVE/DEAD BacLight,
znakowania peptydoglikanu barwnikiem HADA oraz mikroskopii skaningowe] elektronowej
(SEM) i transmisyjnej elektronowej (TEM) do oceny uszkodzeni blony i $ciany komorkowe;.
W analizie biofilmu zastosowano zaréwno ilosciowe barwienie fioletem krystalicznym, jak 1
zestaw FilmTracer LIVE/DEAD z mikroskopia konfokalng, co pozwolito oceni¢ jednoczesnie
mase biofilmu i zywotno$é komérek w jego strukturze. Bardzo pozytywnie nalezy ocenié
rozszerzenie tych badan na model skory wieprzowej ex vivo, w ktérym formowano biofilm 7.

aeruginosa na powierzchni tkanki, a nastepnie analizowano wplyw dendrymeréw 1 ich

kompleksow z endolizyna na zywotno$é bakterii (konfokalna mikroskopia fluorescencyjna),
morfologie biofilmu (SEM) oraz histomorfologi¢ skory niezainfekowanej i zakazone;.
Uzupehieniem jest ocena cytotoksycznosci wobec fibroblastéw VHI10 testem MTS. Przy
wiekszosci do§wiadczen podano liczbe powtdrzen, odchylenia standardowe oraz oznaczono
istotno$é statystyczna (np. p < 0,05), co w kontekscie prezentowanych wynikow jest w duze;
mierze wystarczajace, niemniej osobna cze$¢ poswigcona analizie statystycznej mogiaby

dodatkowo wzmocni¢ przejrzystos¢ pracy.

Tak zaprojektowany zestaw metod, od badan biochemicznych 1 biofizycznych, przez

mikrobiologiczne i obrazowe, po testy na modelu skory ex vivo 1 oceny histologiczne, Swiadczy

o bardzo dobrym przemys$leniu i zaplanowaniu cze¢sci doswiadczalne). Jest w petni adekwatny

do ambitnie postawionych zadan badawczych. Zastosowane techniki zostaty opisane w sposob
klarowny, co czyni je zrozumiatymi i w praktyce mozliwymi do odtworzenia. Na podkreslenie

zashuguje wysoki poziom opanowania przez Doktorantke warsztatu badawczego, w tym technik

obrazowania, $wiadczacy o Jej duzych umiejetnosciach eksperymentalnych.

Na etapie prezentacji wynikéw widaé, ze czg¢$¢ analiz, szczego6lnie tych dotyczacych
agregaciji dendrymeréw oraz oceny biofilmu, ma w wigkszym stopniu charakter jakosciowy niz
iloéciowy. Przyktadowo, opis tworzenia agregatéw opiera si¢ gléwnie na obrazach TEM 1

rozktadach wielko$ci uzyskanych metodg DLS. Podobnie, w przypadku biofilmu czgsc,
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wnioskéw formulowana jest na podstawie opisdw zmian w obrazach LIVE/DEAD, takich jak

_znaczny wzrost czerwonych sygnalow”, sygnal czerwony dominowat nad zielonym”,
.nieznacznie zwiekszyt odsetek martwych komérek”, przy ograniczonym wykorzystaniu
obiektywnych parametréw ilosciowych (np. grubosci biofilmu czy procentowego udziatu
komoérek zywych i martwych wyliczonych z analizy obrazéw). Trzeba jednak wyraznie
zaznaczyé, ze Autorka konsekwentnie uzupetnia te obserwacje danymi z metod ilosciowych,
takich jak barwienie fioletem krystalicznym czy pomiary gestosci optycznej (ODeoo), a
komponent jakosciowy pehni tu przede wszystkim rolg ilustracyjna. Ciekawi mnie jednak czy
gyby miata Pani w przysztosci poglebi¢ t¢ analiz¢ w kierunku iloéciowym, jakie podejscie by

Pani rozwazyta?

Drugie pytanie dotyczy wynikéw uzyskanych na modelu skory ex Vivo -
kompleksy dendrymeréw z endolizyng wykazaly wysokg selektywnosc wobec biofilmu ~.
aeruginosa. Faktycznie, endolizyny sg opisywane w literaturze jako enzymy O waskim
spektrum  dziatania, potencjalnie mniej zaburzajgce mikrobiom niz antybiotyki
szerokospektralne. Czy na podstawie wlasnych badan i przeglagdu piSmiennictwa moze Pani
oceni¢ potencjalny wplyw takich komplekséw na mikrobiotg skory pacjenta przy zastosowaniu
ich np. w opatrunkach? Czy przewaza tu ryzyko dysbiozy, czy raczej zaleta precyzyjnej

eliminacji patogenu przy zachowaniu bakterii komensalnych?

Na ocene wartoéci merytorycznej rozprawy korzystnie wptywa fakt, ze istotna czgs¢
wynikéw zostala juz opublikowana w renomowanych czasopismach po pozytywnych
recenzjach zewnetrznych. Dotyczy to w szczeg6lnosci dwoch prac wspolautorstwa
Doktorantki: artykutu w Jouwrnal of Colloid and Interface Science (2024), poswigconego
mechanizmowi dzialania imidazoliowych dendrymeréw karbokrzemowych na blong
zewnetrzng bakterii i ich roli w umozliwianiu transportu endolizyny, oraz pracy w International
Journal of Biological Macromolecules (2024), opisujgce] kompleksy CHAP-domeny
endolizyny z metallodendrymerami jako ukfady o potrojnym mechanizmie dzialania
(permeabilizacja OM, generacja ROS, degradacja peptydoglikanu). Lektura tych publikacji
stanowila dla mnie naturalny punkt wyjscia do zapoznania si¢ z dysertacjg oraz pokazala, ze

prezentowana rozprawa jest logiczng kontynuacjg szerszego, konsekwentnie realizowanego

programu badawczego.

Dyskusja rozprawy, obejmujgca 7 stron, jest doskonale osadzona w literaturze —
obejmuje ponad 100 cytowanych pozycji, sposrod 194 wszystkich zacytowanych w pracy, co
éwiadczy o wysokiej dojrzatosci badawczej Doktorantki. Doktorantka logicznie integruje
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wyniki z wiedzg opublikowana, wskazuje ograniczenia i podkresla wartosC aplikacyjng

(opatrunki, hydrozele). Stanow! solidny material na publikacj¢ naukows. Poziom dyskusji

oceniam bardzo wysoko.

Warto podkreslié rowniez interdyscyplinarny charakter rozprawy, wynikajgcy zarOwno
z doboru zagadnien (chemia dendrymerow, biofizyka blon, mikrobiologia, histologia skory),

jak i z samej organizacji badan — wspodtpraca dwoch jednostek akademickich oraz udziat dwoch
promotoréw tworzg tu swoisty efekt synergii, dobrze widoczny w polgczeniu zaawansowanych

narzedzi chemicznych z modelami biologicznymi in vitro 1 ex vivo.

Dodatkowym argumentem na rzecz wysokiej oceny dysertacji jest finansowanie badan
bedacych przedmiotem rozprawy w ramach projektu SONATA-17 Narodowego Centrum
Nauki. Uzyskanie takiego finansowania oznacza, ze koncepcja i plan badan zostaly juz
wczesniej pozytywnie ocenione w trybie konkursowym, cO W mojej opinii dodatkowo podnosi

range i wiarygodno$¢ prezentowanej w rozprawie pracy eksperymentalne;.

Jezyk rozprawy jest bardzo poprawny i, jak na tekst naukowy, po prostu przyjemny w
lekturze. Styl jest spdjny, terminologia uzywana konsekwentnie, a dotaczony wykaz skr6tow 1
oznaczen — bardzo pomocny. Co prawda, Doktorantka nie ustrzegta sie pojedynczych drobnych
uchybien redakcyjnych (np. uzycie angielskiego stowa _control” zamiast ,.kontrola” w podpisie
Ryciny 12, str. 44; brak jednoznacznego opisu osi X na Rycinie 17, str. 51; uzycie w tekscie
formy ,,na Rycina 26” zamiast ,,na Ryc. 26” lub ,,na Rycinie 26, str. 64), ale sa to naprawdg
nieliczne szczegdly, ktore w zaden sposéb nie zaburzaja odbioru tekstu i nie umniejszaja

wartodci rozprawy. Ogélnie poziom jezykowy i redakcyjny rozprawy oceniam bardzo wysoko.
Dysertacje koncza, zwigzle i precyzyjnie sformutowane wnioski:

o Interakcje miedzy dendrymerami a endolizyng zachodzg spontanicznie 1 sg zalezne od

rodzaju modyfikacji powierzchniowej dendrymeru, tworzac Kkonglomeraty z

zachowaniem aktywnosci biologiczne;.

e Dendrymery i ich kompleksy z endolizyng wykazujg wlasciwosci antybakteryjne
poprzez uszkodzenia blony 1 degradacje peptydoglikanu komoérek bakteryjnych, a takze

zwiekszaja produkcje reaktywnych form tlenu.

o« Dendrymery stosowane samodzielnie nie hamujg powstawania biofilmu, natomiast ich
kompleksy z endolizyng znaczaco redukujg ilos¢ biofilmu oraz zywych bakteril,

zarbwno w modelu in vitro, jak i na modelu skory ex vivo.



o Cytotoksycznosc dendrymerow jest zalezna od ich stezenia i czg$ciowo tagodzona

przez obecnose endolizyny.

Powyzsze ustalenia wnosza fundamentalny wktad do nanomedycyny, wykazujac po raz

pierwszy W warunkach polskich spontaniczne tworzenie aktywnych biologicznie
atkowg skutecznosC¢ W eradykacji

konglomeratow dendrymer-endolizyna oraz ich A
genu W infekcjach szpitalnych.

biofilméw Pseudomonas aeruginosa— kluczowego pato

Szczegdlnie przelomowe jest udowodnienie synergii antybiofilmowej w modelach ex vivo,

otwierajace droge do nowych strategii terapeutycznych antybiotykoopornosci, 0Oraz

zidentyfikowanie czynnikéw moduluj acych cytotoksycznosc, co ma znaczenie praktyczne dla

projektowania przysztych nanosysteméw. Rozprawa wzbogaca literature przedmiotu 0 rzetelne

dane doswiadczalne i nowatorskie podejscie interdyscyplinarne (mikrobiologia +

nanotechnologia).

Rezultaty badan sg w pelni oryginalnymi osiggnigciami naukowymi o charakterze
twérczym. Wyrazy uznania Kierujg zarowno do Doktorantki, pani mgr Karoliny Lach, jak 1 do
promotoréw — pana prof. Urad Karola Cieplucha, oraz pani dr Malgorzaty ¥.ysek-Gladysinskiej.

Niniejszym stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr
Karoliny Lach pt. ,,Badanie wlaéciwoséci przeciwbakteryjnych nanoczasteczek dendrytycznych
wzmacniajacych dzialanie endolizyn fagowych przeciw bakteriom Gram-ujemnym - ocena
aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 dziatania cytotoksycznego w badaniach in vitro” speinia
wymagania okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571 ze zm.) stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien

naukowy doktora.

Z pelnym przekonaniem‘ wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Wydziat Nauk

Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach o dopuszczenie

pani mgr Karoliny Lach do dalszych etap6w rozprawy doktorskie).

Jednoczeénie, ze wzgledu na wysoki poziom pracy, istotny wkiad w rozwdj dyscypliny
nauki biologiczne oraz potencjat aplikacyjny wnoszg o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr

Karoliny Lach.
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