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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Karoliny Lach
»Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych nanoczgstek dendrytycznych
wzmacniajgcych dzialanie endolizyn fagowych przeciwko bakteriom gram-ujemnym —

ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej i dzialania cytotoksycznego w badaniach in vitro*

Przedlozona do recenzji praca doktorska zatytulowana ,Badanie wlasciwosci
przeciwbakteryjnych nanoczastek dendrytycznych wzmacniajacych dziatanie endolizyn
fagowych przeciwko bakteriom gramujemnym — ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej i
dziatania cytotoksycznego w badaniach in vitro™ wykonana zostata przez mgr Karoling Lach w
ramach ksztalcenia w Szkole Doktorskiej Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach
Sekeji Nauki Sciste i Przyrodnicze w dyscyplinie nauki biologiczne pod kierunkiem dr hab.
Karola Cieplucha, prof. Urad (promotora gléwnego) oraz dr Malgorzaty Lysek-Gtladysinskiej
(promotora pomocniczego). Badania zrealizowane zostaty w ramach projektu finansowanego
przez NCN Sonatal7, 2021/43/D/NZ6/00560 ,Nanoczastki dendrytyczne jako czynnik
wzmacniajacy wihasciwosci przeciwbakteryjne endolizyn pochodzenia fagowego przeciwko
bakteriom Gram-ujemnym. Ocena wlasciwosci przeciwbakteryjnych*d ktorego kierownikiem
byt dr hab. Karol Ciepluch, prof. Urad.

Rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych. Rozpoczyna si¢
wprowadzeniem do czgsci teoretycznej, wyodrebniony zostat cel, opisane zostaly materiaty i
metody oraz wyniki, a calo$¢ zamyka dyskusja wraz z wnioskami. Ponadto doktorantka
uwzglednita wykaz skrotow, oznaczen, rycin, tabel, streszczenia w jezyku polskim i angielskim
oraz bibliografie.

W czescei wprowadzajacej Doktorantka poswigcita uwage budowie $ciany komoérkowej
oraz blony zewnetrznej bakterii, dokonata opisu gatunku bakterii Pseudomonas aeruginosa i

bakteryjnych czynnikdéw wirulencji, scharakteryzowata budowe tkanek skory, a takze opisata
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alternatywne rozwigzania przeciwbakteryjne, w tym badane dendrymery i endolizyng fagowa.
Ta czes¢ pracy opracowana jest dosy¢ ogolnie, dostarcza podstawowych, lecz w mojej opinii
niewyczerpujacych informacji. Uwazam, ze nalezaloby pewne dane doprecyzowaé np. czy
omawiane czynniki wirulencji zwigzane sg konkretnie z opisywanym patogenem
(Pseudomonas aeruginosa), jakie sa wiasnosci fizykochemiczne dendrymeréw, czy ich
odpowiedniki znajdujg juz zastosowanie komercyjne, jaki jest powdd wyboru jonéw srebra
jako komponentu badanych dendrymerdéw, tym bardziej, ze rola srebra w antybakteryjnej
akfywnos’ci badanych kompleksow dosy¢é mocno podkreslona zostata w dyskusji. Brakuje mi
takze szczegotowe] analizy budowy peptydoglikanu badanego gatunku Pseudomonas
aeruginosa, z uwagi na to, ze byl to jeden z kluczowych elementéw strukturalnych komorki
bakteryjnej analizowany po dziataniu enzymow degradujacych $ciang komodrkowa oraz
kompleksow dendrymer-endolizyna.

Doktorantka, mgr Karolina Lach, zastosowata adekwatne metody badawcze, ktore
pozwolily na realizacj¢ zatozonych celow badawczych. Czes¢ eksperymentalna bogata jest w
szeroki wachlarz narzedzi i metod, tworzac logicznie poprowadzong catos¢. Doktorantka moze
pochwali¢ si¢ znajomoscia wielu metod eksperymentalnych, w tym biologicznych oraz
fizykochemicznych. Materialy i metody zostaly opisane wyczerpujaco. Nieco bardziej
przejrzyscie byloby jednak, gdyby forma tytutow poszczegdlnych podrozdziatow w czesei
.. Materialy i metody™ byla ujednolicona. Aktualnie pewne tytuty podrozdzialow wskazuja na
cel badania (np. podrozdziat 3.2.1-3.2.12), inne skupiajg si¢ na nazwie metody lub zestawie
odczynnikow (np. podrozdziat 3.2.13), co wprowadza pewien chaos i %iekonsekwencje.

Dalsza czg$¢ rozprawy poswigcona zostata wynikom. Cze$¢ z nich zostala juz
opublikowana w 2 wysokopunktowanych czasopismach, w tym w 1 aftykule doktorantka jest
pierwszym autorem. Wyniki badan opisane przez Doktorantk¢ w recenzowanej rozprawie
doktorskiej pogrupowane zostaty zgodnie z celami niniejszej rozprawy na czgsci dotyczace
analizy interakcji pomiedzy dendrymerami a endolizyng, oceny wlasciwosci antybakteryjnych
(w tym skutecznos¢ do hamowania i eradykacji biofilmu in vivo i ex vivo) oraz oceny
cytotoksycznosci dendrymerdw i ich kompleksow z endolizyna wobec ludzkich fibroblastow.
W mojej ocenie wyniki poszczegélnych eksperymentéw “zostaly przez Doktorantke

przeanalizowane poprawnie, jednak w odniesieniu do catosci obrazu, jaki wytania si¢ ze
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wszystkich przeprowadzonych badan, mam wrazenie, ze pewne wnioski wyciagniete zostaty

zbyt ogolnie. Uwazam takze, ze zasadnym bytoby wskazanie przy wynikach prac (artykutow),

w ktorych zostaty one juz opublikowane. Do tej czesci pracy kieruje do Doktorantki kilka pytan

z pro$ba o wyjasnienie i dyskusje:

1.

Czy zaobserwowane réznice w aktywnosci antybakteryjnej pomiedzy
dendrymerami, endolizyna oraz ich kompleksami z endolizyng sa istotne
statystycznie?

Na jakiej podstawie Doktoranta wnioskuje w dyskusji (str. 72), ze dochodzi do
degradacji peptydoglikanu, skoro wyniki prezentowane na Rycinie 13 (str. 45)
wskazuja, ze aktywnos¢ degradacyjna peptydoglikanu przez sama endolizyne oraz
kompleksy endolizyny z dendrymerami nie zostata zmniejszona, a nawet obserwuje
si¢ wzrost degradacji PG?

Dlaczego wyizolowano peptydoglikan z bakterii Escherichia coli, nie za$
modelowego szczepu, jakim byl Pseudomonas aeruginosa PAO1?

Dlaczego w doswiadczeniach dotyczacych oznaczania zdolnosci dendrymerow do
permeabilizacji blony zewngtrznej nie uzyto takze kompleksow dendrymerow z
endolizyng a wytacznie same dendrymery (Rycina 12), podczas gdy obserwacje
degradacji peptydoglikanu (Rycina 13, Rycina 19), obserwacj¢ morfologii komdrek
hamowanie tworzenia biofilmu, jak i pozostate eksperymenty przprowadzono na
kompleksach dendrymer-endolizyna?

Doktorantka wnioskuje, ze w tescie HADA endolizyna w bbecnosci dendymerow
degraduje peptydoglikan (Rycina 19, str. 53 oraz str. 73), podczas gdy eksperyment
dotyczacy oceny zdolnosci endolizyny do degradacji peptydoglikanu (Rycina 13,
str. 45) nie potwierdza takiego wniosku. Z czego moga wynikaé roznice w tych

wynikach?

Pod katem jezykowym recenzowana rozprawa doktorska napisana jest poprawnie.

Pojawiajg si¢ drobne bledy redakcyjne (bledy interpunkcyjne, leksykalne i stylistyczne), ktore

nie wplywaja na ogolna ocene pracy oraz jej warto$¢ merytoryczng. Sugerowalabym jednak

rozwazenie zastapienia w opracowaniu naukowym terminu ,,mikroflora” (str. 22) okresleniami
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,mikrobiota” lub ,mikrobiom”, ktére sa obecnie powszechniej stosowane w literaturze
naukowej 1 uznawane za bardziej precyzyjne. Ponadto uzyto w pracy nazwy gatunkowej
Propionibacterium acnes, ktora w swietle obowigzujacej klasyfikacji taksonomicznej zostata
zastgpiona przez nazwe Cutibacterium acnes. W niektorych opisach wynikow (str. 52 i 53) nie
zgadzaja si¢ informacje dotyczace uzytego stezenia endolizyny w stosunku do wiadomosci
podanych w metodach (str. 37, 38). Dostrzegam takze brak odnosnikow w tekscie do
poszczegdlnych tabel i rycin oraz opisu legend rycin, np. pod katem informacji co stanowito
kontrole poszczegdlnych eksperymentow.

Na uwage zasluguje duze zaanagazowanie doktorantki w aktywnos$¢ naukowa.
Dyplomantka jest autorka faczenie 6 wysokopunktowanych publikacji, 5 komunikatow
naukowych prezentowanych na konferencjach krajowych lub miedzynarodowych. Za
wystapienia ustne podczas PhD Students Forum zostata dwukrotnie nagrodzona nagroda
Prodomus (2023 i 2024 r). Odbyta dwa miesigczne staze naukowe w Polsce oraz w Hiszpanii.
Ponadto dwukrotnie byta kierownikiem projektu realizowanego w ramach funduszy
wewnetrznych Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach, finansujacego aktywny udziat
w konferencjach, co $wiadczy o checi ubiegania si¢ o finansowanie. Podkresli¢ nalezy takze,
ze poza tematyka zwiazana bezposrednio z realizacja doktoratu, byla czlonkiem zespotu
badawczego projektu realizowanego w ramach funduszy wewnetrznych Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach, dotyczacego zmian biochemicznych i morfologicznych w
watrobie kurczat zywionych réznymi formami i poziomami selenu. Dowodzi to duzej
determinacji naukowej Doktorantki, dobrej organizacji czasu pracy i chici rozwoju. Zauwazy¢
nalezy takze, ze Pani Karolina Lach rozwijata swoje kompetencje poprzez udziat w warsztatach
1 szkoleniach. Po dokladnym zapoznaniu si¢ z informacjami zawartymi w rozprawie
doktorskiej, odnoszg wrazenie, ze Pani mgr Karolina Lach, jest osobg aktywna, energiczna,
chetna do dziatan organizacyjnych oraz dzielenia si¢ wiedza m.in. poprzez udziat w licznych
akcjach popularyzujacych naukg.

Podsumowujac, chciatabym podkreslic, ze doktorantka podjela si¢ rozwigzania
aktualnego i istotnego problemu badawczego. Badania przeprowadzone przez mgr Karoline
Lach przyczynity si¢ do wzrostu wiedzy na temat biologicznych wlasciwosci kompleksoéw

modyfikowanych dedrymeréw z endolizyna CHAP. Recenzowana rozprawa doktorska jest



WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKZAD MIKROBIOLOGII

ul. S. Przybyszewskiego 63

51-148 Wroctaw

tel. +48 71375 63 23
zmik@uwr.edu.pl | www.uni.wroc.pl

Wroctawski

-+
o
+
P
i
3
ad
)

warto$ciowym naukowym opracowaniem.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Karoliny Lach pt.
~Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych nanoczastek dendrytycznych wzmacniajacych
dziatanie endolizyn fagowych przeciwko bakteriom gram-ujemnym — ocena aktywnosci
przeciwbakteryjnej i dziatania cytotoksycznego w badaniach in vitro ** spetnia wymogi stawiane
rozprawom na stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne tj. warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (D. U. z 2024. poz. 1571 z pdzn. zmianami) {j.
prezentuje ogdélnag wiedz¢ teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz umiejetnosci
prowadzenia pracy naukowej, a przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Zwracam si¢ wiec do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach z uprzejma prosba o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

A . 2( gt 'O
dr hab. Anna Kedziora
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