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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Lach pt.

»Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych nanoczastek dendrytycznych wzmacniajacych
dzialanie endolizyn fagowych przeciwko bakteriom Gram-ujemnym — ocena aktywnosci
przeciwbakteryjnej i dzialania cytotoksycznego w badaniach in vitro”
wykonanej w Szkole Doktorskiej Sekcji Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach, w dyscyplinie Nauki Biologiczne
pod kierunkiem promotora dr. hab. Karola Cieplucha, profesora Urad.

Narastajacy problem antybiotykoopornosci stanowi jedno z najpowazniejszych wyzwan
wspolezesnej medycyny i mikrobiologii klinicznej. W swietle danych przedstawionych w recenzowanej
pracy, w 2019 roku z zakazeniami wywolywanymi przez drobnoustroje wielolekooporne powiazano
niemal 5 miliondw zgondw, a prognozy wskazuja na mozliwy wzrost tej liczby do 10 miliondw rocznie
do 2050 roku. Szczegolnie istotnym zagrozeniem sposrod bakterii Gram-ujemnych nalezacych do
grupy ESKAPE pozostaje paleczka Pseudomonas aeruginosa, ktora charakteryzuje —si¢
wielopoziomowymi mechanizmami opornosci na antybiotyki. Skuteczna walka z tym patogenem
wymaga strategii terapeutycznych o charakterze wielokierunkowym, dziatajacych jednoczesnie na
kilka eclementow  strukturalnych komorki — bakteryjnej. Pomyst polaczenia  dendrymerow
karbokrzemowych z endolizyna fagowa, realizowany w ramach pracy doktorskiej wpisuje si¢
precyzyjnie w te luke terapeutyczng. Hipoteza pracy zaklada, ze dendrymery karbokrzemowe, dzigki
swoim kationowym grupom funkcyjnym, moga destabilizowa¢ ujemnie natladowana bton¢ zewnetrzng

bakterii Gram-ujemnych, torujac droge endolizynie, enzymowi fagowemu ukierunkowanemu na



peptydoglikan. Proby wykorzystania synergistycznego efektu dendrymeru i endolizyny stanowig

nowatorskie podejscie, a podjeta tematyka jest aktualna i w pelni uzasadniona naukowo.

Wyniki opublikowane zostaly w dwodch pracach doswiadczalnych w czasopismach z listy
Journal Citation Reports. W pierwszej publikacji Doktorantka figuruje jako wspotautorka: Kinga
Skrzyniarz, Samuel Takvor-Mena, Karolina Lach, Malgorzata Lysek-Gladysinska, Oscar Barrios-
Gumiel, Jesus Cano, Karol Ciepluch, Molecular mechanism of action of imidazolium carbosilane
dendrimers on the outer bacterial membrane — From membrane damage to permeability to antimicrobial
endolysin, Journal of Colloid and Interface Science, vol. 665, 2024, s. 814-824, ISSN 0021-9797,
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2024.03.130 (IF = 9,7). W drugiej publikacji Doktorantkg peni funkcje
pierwszego autora: Karolina Lach, Kinga Skrzyniarz, Samuel Takvor-Mena, Malgorzata Lysck-
Gladysinska, Piotr Furmanczyk, Oscar Barrios-Gumiel, Javier Sanchez-Nieves, Karol Ciepluch,
Endolysin CHAP domain-carbosilane metallodendrimer complexes with triple action on Gram-negative
bacteria: Membrane destabilization, reactive oxygen species production and peptidoglycan degradation,
International Journal of Biological Macromolecules, vol. 278, 2024, 134634, ISSN 0141-8130,
https://doi.org/10.1016/j.1jbiomac.2024.134634 (IF = 8,5). Laczny Impact Factor obu publikacji wynosi

18.2, a sumaryczna punktacja MEIN osiaga 200 punktow. W rozprawie doktorskiej zaprezentowano
rowniez pozostalty dorobek naukowy, obejmujacy 4 publikacji o zasiggu migdzynarodowym.
Doktorantka prezentowata swoje wyniki badan na konferencjach. Brata udzial w realizacji czterech
projektow badawczych. W latach 2022-2023 odbyta dwa staze naukowe, jeden w zagranicznym, a
drugi w krajowym osrodku badawczym. Uczestniczylta w licznych kursach i warsztatach shuzacych
podnoszeniu kwalifikacji naukowych. Dwukrotnie otrzymata nagrod¢ za wystapienie ustne na forach
studenckich. Warto rowniez podkresli¢ aktywnos¢ doktorantki w zakresie dziatalnosci organizacyjnej
i promocyjnej. Catoksztatt dorobku naukowego Pani mgr Lach oceniam bardzo wysoko, zwlaszcza

biorac pod uwage wezesny etap rozwoju jej kariery naukowe;j.

Rozprawa doktorska zostata przedstawiona w formie oprawionego maszynopisu i obejmuje
wstep teoretyczny, precyzyjnie sformulowany cel pracy, opis materialow 1 metod, wyniki, dyskusje
oraz wnioski koncowe. Zawiera rowniez streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow,

bibliografie, cz¢$¢ poswigcong dorobkowi naukowemu doktorantki oraz o§wiadczenie formalne.

We wstepie teoretycznym wiele uwagi poswiecono omowieniu budowy $ciany komorkowe;j
bakterii Gram-ujemnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem struktury lipopolisacharydu oraz

peptydoglikanu jako celow terapeutycznych. Pseudomonas aeruginosa zostala przedstawiona nie tylko




jako szczep modelowy, ale przede wszystkim jako patogen o wysokim priorytecie klinicznym. Rozdziat
poswigcony biofilmowi bakteryjnemu obejmuje opis ctapow jego tworzenia, sklad matrycy oraz
mechanizmy odpowiedzialne za opornos¢ bakterii biofilmowych na antybiotyki. Rozdziat
przedstawiajacy tkanke skorng opisuje budowe naskorka i skory wiasciwej oraz mechanizmy obrony
przed bakteriami, uzasadniajac wybor odpowiedniego modelu ex vivo. Rozdziaty o dendrymerach
kationowych i endolizynie fagowej stanowia wlasciwa podstawe merytoryczng dla przeprowadzonych

eksperymentow.

Celem pracy bylo scharakteryzowanie mechanizmu dzialania antybakteryjnego dendrymerow
karbokrzemowych i ich kompleksow z endolizyna fagowa wobec Pseudomonas aeruginosa. W pracy
zaplanowano wykonanie charakterystyki koniugowania dendrymerow z endolizyna, oceng
permeabilizacji blony, degradacji peptydoglikanu, a takze zbadanie wlasciwosci badanych kompleksow
na hamowanie powstawania biofilmu w warunkach ex vivo oraz analiza cytotoksyczno$ci dendrymerow
oraz komplekséw dendrymer/endolizyna wobec komorek eukariotycznych. Przyjety uklad badan jest

logiczny 1 wielowymiarowy.

Dobor metod badawczych jest przemyslany 1 adekwatny do postawionych zadan naukowych.
Doktorantka zastosowata komplementarny zestaw technik obejmujacy zarowno metody klasyczne, jak
1 zaawansowane techniki spektroskopowe oraz mikroskopowe. Aktywno$¢ antybakteryjng okreslono
na podstawie standardowych testow mikrobiologicznych. Permeabilizacje blony zewnetrznej i
degradacje peptydoglikanu oceniono metoda fluorescencyjna. Charakterystyke interakeji dendrymerow
z endolizyna przeprowadzono metoda wygaszania fluorescencji, co pozwolito na iloSciowy opis
oddziatywan. Morfologi¢ dendrymerow, ich kompleksow z endolizyna oraz komorek bakteryjnych
oceniano technikami transmisyjnej i skaningowej mikroskopii elektronowej. Zywotno$é¢ bakterii,
analizowano metodami fluorescencyjnymi, w tym z zastosowaniem mikroskopii konfokalne;.

Cytotoksycznos¢ wobec ludzkich fibroblastow oceniono testem MTS.

Opis badan obejmuje cztery spojne etapy. W pierwszym etapie oceniono wlasciwosci
przeciwbakteryjne dendrymeréw. Wykazano, ze z posrod czterech badanych dendrymeréw Dend,
DendAg i DendAgCh hamuja wzrost P. aeruginosa, natomiast DendCh nie wykazal oczekiwanego
efektu. Test permeabilizacji wykazat, ze Dend i DendCh skutecznie zwiekszaja przepuszczalno$¢ blony
zewngetrznej, natomiast DendAg i DendAgCh wykazywaly stabsze dziatanie, co autorka interpretuje

jako efekt tendencji tych zwiazkéw do agregacji, potwierdzonej analizami TEM i DLS.




W kolejnym etapie przeprowadzono fizykochemiczng charakterystyke interakcji dendrymer -
endolizyna. Stwierdzono, ze dominujgcym mechanizmem sa oddziatywania elektrostatyczne,
wynikajace z ujemnego tadunku domeny CHAP endolizyny i kationowego fadunku powierzchniowego
dendrymerow. Najwyzsza stala powinowactwa wykazat DendAg, co Doktorantka wigze z wigksza
ekspozycja tadunku dodatniego w poréwnaniu z pozostatymi dendrymerami. Analizy DLS i TEM
potwierdzity tendencje kompleksow do agregacji, przy czym obecnos¢ endolizyny redukowata rozmiar

agregatow jedynie dla DendCh.

Etap trzeci po$wigcony zostal analizie aktywnosci przeciwbakteryjnej kompleksow. Decyzja o
wykluczeniu dendrymeru Dend z dalszych badan zostala uzasadniona brakiem efektu synergistycznego
z endolizyna. Wyniki testu zywotnos$ci, obserwacje morfologii technikami SEM 1 TEM potwierdzaja
wielokierunkowe dziatanie badanych ukladéw. Dendrymery zawierajace jony srebra dodatkowo

indukowaty zwigckszona produkcj¢ reaktywnych form tlenu.

W czwartym etapie zbadano aktywnos’é przeciwbiofilmowa in vitro i ex vivo. Dendrymery nic
hamowaly powstawania biofilmu. Obserwowany wzrost masy biofilmu Doktorantka wyjasnia
kondensacja struktury biofilmu wywolana przez dodatni tadunck dendrymeréw. Polgczenie
dendrymerow z endolizyna powodowalo istotne zmniejszenie masy biofilmu. W modelu ex vivo skory
najskuteczniejsza aktywnos¢ wykazywaly DendAg i DendAgCh. Analiza histologiczna skory
niezainfekowanej ujawnita zréznicowany wplyw dendrymeréow na warstwy naskorka. W skorze
zainfekowanej naskorek byl catkowicie zdegradowany przez P. aeruginosa, co uniemozliwito ocene

efektu terapeutycznego.

Badanie cytotoksycznosci dendrymerdéw i ich kompleksow z endolizyna wobec ludzkich
fibroblastow wykazato istotna toksyczno$¢ dendrymerow, podczas gdy DendCh i DendAgCh byly
lepiej tolerowane przez komorki. Wazna obserwacja bylo czesciowe ztagodzenie cytotoksycznego

dziatania dendrymerow po ich kompleksowania z endolizyna.

Wyniki pracy otwieraja realne perspektywy translacyjne, szczegdlnie w kontekscie trudno
gojacych sie ran zakazonych wieloopornymi szczepami P. aeruginosa. Dane dotyczace czgsciowego
lagodzenia cytotoksycznosci dendrymerow przez endolizyng sg istotne z punktu widzenia dalszego

projektowania formulacji terapeutycznych.

Dyskusja zostata opracowana w sposob merytoryczny i wnikliwy. Wskazuje ona pelne

zrozumienie 1 dobra znajomos¢ przez doktorantke aktualnego stanu wiedzy w zakresie badanego



problemu. Na podstawie przedstawionych wynikow sformutowano cztery wnioski, ktore w sposob
logiczny wynikaja z wykonanych badan i wskazuja na potencjalne mozliwosci praktycznego

zastosowania uzyskanych rezultatow.

Rozprawa napisana jest w sposob przejrzysty, co sprawia, ze jej lektura jest przyjemna. Praca
prezentuje wysoki poziom merytoryczny, jednak niektore zagadnienia wymagaja bardziej

szczegotowego i poglebionego omowienia, aby w pelni wyeksponowac przedstawione wyniki.

W trakcie lektury stwierdzono kilka btedow edytorskich 1 gramatycznych. W opisie wynikow
barwienia HADA na str. 53: pojawia si¢ odestanie do ryc. 17D, podczas gdy Rycina 17 dotyczy
reaktywnych form tlenu i nie zawiera panelu D. Prawidlowe odwotanie powinno wskazywac ryc. 19D.
Analogicznie na str. 58, gdzie zamiast ryc. 23E podano ryc. 20E. Powtarzajacym sie bledem
gramatycznym jest forma ,,na Rycina [nr]" zamiast ,,na Rycinie [nr]", str. 43, 60, 64, 66 i 69. Podpis
Ryciny 21 wymaga uzupelnienia o przypisanie wartosci skali do poszczegolnych paneli. Na wykresach
przedstawionych w Ryc. 12 i 17 zabraklo oznaczen osi X. W podpisach do rycin 11, 13, 16 i 17 nie
uwzgledniono liczby powtoérzen eksperymentalnych, natomiast w podpisach do rycin 22 i 29 nie
wskazano zastosowanego testu statystycznego. Na osi X w Ryc. 15, przedstawiajacej rozmiar
kompleksow, jednostka zostala niepoprawnie oznaczona, zamiast ,,um” widnieje ,,nm”. Nie dokonano

opisu parametrow zawartych w Tabeli 1.

Wymienione drobne niedociagnigcia nie umniejszaja w zadnym stopniu wysokiej oceny, jaka
przyznaje rozprawie. W odniesieniu do dyskusji naukowej i potencjalnych kierunkéow dalszych badan,

chciatbym przedstawi¢ doktorantce kilka pytan oraz uwag, ktore moga by¢ pomocne w dalszej pracy.

o Dendrymer DendCh wykazal najwyzsza zdolno§¢ permeabilizacji blony zewnetrznej, co
potwierdzal rosnacy sygnat barwnika NPN proporcjonalny do stezenia zwigzku. Jednocze$nie nie
wykazywal on aktywnosci w oznaczeniu MIC (Minimal Inhibitory Concentration), natomiast jako
jedyny dendrymer niewykazujacy samodzielnej aktywnosci antybakteryjnej ujawnil wyraznag
aktywnos¢ w kompleksie z endolizyna. Jakie strukturalne cechy DendCh moga wyjasniaé réznice
migdzy jego staba aktywnoscia, a wysoka efektywno$cia w uktadzie z endolizyng?

o Jakie kryteria uwzgledniono przy okreslaniu stosunkéw dendrymer/endolizyna zastosowanych w
analizach? Czy przeprowadzono pomiar potencjatu bowierzchniowego utworzonych kompleksow
dendrymer-endolizyna?

o Z czego moga wynika¢ rdéznice miedzy efektem egzotermicznym a endotermicznym

obserwowanym podczas oddziatywan dendrymerow z endolizyna?



o Autorka wyjasnia obserwowany wzrost masy biofilmu agregacja komorek i kondensacja struktury
biofilmu. Czy przeprowadzono lub planuje si¢ przeprowadzenie dodatkowych obserwacji ktore
pozwolityby oddzieli¢ wzrost masy biofilmu od zmian jego gestosci wykrywanych przez barwnik
Ccv?

o Doktorantka wskazuje, ze w skorze zainfekowanej P. aeruginosa naskoérek byt catkowicie
zdegradowany, co uniemozliwito ocene efektu terapeutycznego. Jakie modytikacje protokotu np.
skrocenie czasu infekeji lub nizsza dawka inoculum, pozwolityby na uzyskanie umiarkowanego
modelu zakazenia, umozliwiajacego oceng potencjatu terapeutycznego badanych uktadow?

o  Wyniki testu zywotno$ci wskazuja na istotna cytotoksycznos¢ dendrymerdéw wobec fibroblastow
VHI10. Jak Doktorantka ocenia stosunck st¢zenia skutecznego przeciwbakteryjnie do ste¢zenia
cytotoksycznego? Czy planowane sg badania selektywnos$ci wobec innych linii komorkowych lub
bardziej zréznicowanych modeli tkankowych?

o Ktory z trzech dendrymeréw wybranych do analiz w niniejszej pracy wykazuje najwigkszy

potencjal w konteks$cie przysztych badan?

Problem badawczy podjety przez Doktorantke jest niezwykle istotny. Opornos¢ bakterii na
antybiotyki, stanowi jedno z waznych wyzwan wspotczesnej] medycyny. Wobec ograniczonej
skuteczno$ci standardowych terapii coraz wigksze znaczenie zyskuja alternatywne strategie
przeciwdrobnoustrojowe, takie jak potaczenie nanomaterialdow z enzymami np. endolizynami
fagowymi. Analiza synergistycznego dziatania tych uktadow oraz ich wptywu na biofilm i mechanizmy
bakteriobojcze ma kluczowe znaczenie zarowno dla poglebiania wiedzy biologicznej, jak 1 dla
opracowywania nowych, skutecznych terapii wobec szczepéw opornych, w tym Pseudomonas
aeruginosa. Wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy stanowia istotny wklad w dotychczasowy
dorobek naukowy. Wnosza one istotng warto$¢ poznawcza, pozwalajac lepiej zrozumie¢ mechanizmy
permeabilizacji blony komorkowej, degradacji peptydoglikanu oraz dziatania przeciwbiofilmowego.
Maja takze wymiar aplikacyjny, wskazujac potencjalne strategie wykorzystania badanych uktadow w
projektowaniu nowoczesnych czynnikow terapeutycznych przeciwko bakteriom opornym na
antybiotyki. Praca stanowi rzetelne, logicznie skonstruowane 1 wartosciowe opracowanie naukowe o
charakterze interdyscyplinarnym, laczace narzedzia mikrobiologii, nanotechnologii i biofizyki.
Postawione cele zostaly zrealizowane, a uzyskane wyniki wzbogacaja wiedze¢ na temat mechanizmow

dziatania kompleksow dendrymer/endolizyna wobec opornego patogenu Pseudomonas aeruginosa.
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Doktorantka wykazata samodzielnos¢ i1 dojrzalos¢ naukowa w projektowaniu badan, interpretacji
wynikéw oraz formulowaniu wnioskow popartych danymi literaturowymi. Prezentowana rozprawa
doktorska $wiadczy o solidnym przygotowaniu teoretycznym doktorantki oraz o jej bieglosci w

stosowaniu warsztatu badawczego.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Karoliny Lach pt. ,Badanie
wiasciwosci przeciwbakteryjnych nanoczastek dendrytycznych wzmacniajacych dziatanie endolizyn
fagowych przeciwko bakteriom Gram-ujemnym — ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej i dziatania
cytotoksycznego w badaniach in vitro™ spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim, okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. 2023 poz.

742). Wnosz¢ o dopuszczenie mgr Karoliny Lach do publicznej obrony rozprawy doktorskiej oraz do
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kolejnych etapoéw postepowania doktorskiego.
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