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rozprawy doktorskiej mgr Karola Skiodowskiego pt. “Wptyw ksztattu i rozmiaru nanoczgstek ztota na efekt
przeciwbakteryjny i przeciwgrzybiczy ceragenin zwiazanych z ich powierzchnia — badania in vitro”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Roberta Buckiego oraz promotora pomocniczego dr n. med. Sylwii
Joanny Chmielewskiej-Deptuty z Zakfadu Mikrobiologii Lekarskiej i Inzynierii Nanobiomedyczne;

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Opornoé¢ wielolekowa stata sie gtéwnym problemem terapii przeciwbakteryjnej, ktora nieustannie wzrasta,
w ostatnich latach kilkukrotnie stanowiac duze zagrozenie dla zdrowia populacji ludzkiej. Lekoopornosé
stanowi nie tylko problem kliniczny (np. bedacy przyczyng dwoch milionow infekcji i okoto 23 000
przypadkéw $mierci pacjentéw rocznie w Stanach Zjednoczonych), ale réwniez i ekonomiczny (koszt
opornosci wielolekowej w Europie szacuje sig rocznie na 1,5 miliarda euro, w Stanach Zjednoczonych na 55
miliardow dolaréw). Poczatkowo szczepy oporne izolowano gtéwnie w $rodowisku szpitalnym, jednakze
wobec coraz bardziej powszechnego stosowania lekow przeciwbakteryjnych, nie tylko ze wskazan
klinicznych, szczepy oporne s3 wszechobecne. Sposrdd lekoopornych bakterii na szczegdlng uwagg
zastugujg te objete akronimem ESKAPE, do ktdrych zalicza sig: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.
Okreélane sg one réwniez mianem tzw. patogendw alarmowych ze wzgledu na duzg zdolnos¢ rozwijania
lekoopornosci. Dwa patogeny z grupy ESKAPE, a mianowicie Acinetobacteriaceae oporne na karbapenemy i
Enterobacteriaceae oporne na karbapenemy umieszczono wérod pieciu bakterii opornych na antybiotyki na
liscie pilnych zagrozen, a pozostate 4 patogeny tworzace tg grupg znajduja sie na licie powainych zagrozen
(wg Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom, Departament Zdrowia i Opieki Spotecznej Stanow
Zjednoczonych). Powyisze patogeny znajdujg sig rowniez na globalnej liécie antybiotykoopornych
patogenow priorytetowych Swiatowe] Organizacji Zdrowia utworzonej w celu ustalenia priorytetow badan i
opracowania nowych skutecznych terapii przeciwbakteryjnych. Niestety brak nowych zwigzkéw o
aktywnosci przeciwbakteryjnej stale pogorsza statystyki infekcji bakteriami wieloopornymi, a nieskuteczne

leczenie tych infekcji dodatkowo przyczynia sig do ekspansji opornosci na leki przeciwbakteryjne.

Podobnie do bakterii ESKAPE, duzym problemem klinicznym sg infekcje grzybami drozdzopodobnymi,
zwlaszcza u  pacjentéw z uposledzong funkcja ukiadu odpornosciowego i leczonych lekami

przeciwbakteryjnymi. Kandydoza jest najczestsza jednostka chorobowa zakazen grzybiczych i jest przyczyng



ok. 27 000 hospitalizacji rocznie, a ich catkowity koszt ekonomiczny wynosi 1,4 miliarda dolaréw w Stanach
Zjednoczonych. Candida albicans odpowiada za ok. 75% wszystkich infekcji Candida i stanowi ogromne
globalne obciagzenie zdrowotne, ktérego nasilenie stale rosnie. Ten patogen powoduje ponad 150 milionéw
infekcji bton éluzowych i ok. 200 000 zgondéw rocznie z powodu inwazyjnej i rozsianej postaci choroby w
populacji podatnej na zakazenie. Wysoka émiertelnoéé zwigzana z inwazyjnymi zakazeniami grzybiczymi
wskazujg na ograniczenia aktualnie dostepnych terapii przeciwgrzybiczych. Ograniczona liczba lekéw
przeciwgrzybiczych w potgczeniu ze stale rosngcym poziomem opornosci na leki przeciwgrzybicze

powoduje koniecznos¢ poszukiwania nowych skutecznych strategii terapeutycznych.

Dlatego tez temat badawczy podjety przez mgr Karola Sktodowskiego nalezy uzna¢ za w petni aktualny,
poswiecony poszukiwaniu nowych strategii profilaktyki i leczenia zakazen bakteryjnych wywotanych
bakteriami z grupy ESKAPE oraz grzybami drozdzopodobnymi , tj. okreéleniu aktywnoéci przeciwbakteryjnej

| przeciwgrzybiczej nanoczastek ztota sfunkcjonalizowanych cerageninami CSA-13, CSA-44, CSA-131.

Na rozprawg doktorska mgr Karola Skiodowskiego sktadajg sie dwie opublikowane prace, tj. ,praca
oryginalna: Sktodowski K, Chmielewska SJ, Depciuch J, Deptuta P, Piktel E, Daniluk T, Zakrzewska M,
Czarnowski M, Ciesluk M, Durna$ B, Parlinska-Wojtan M, Savage PB, Bucki R. Ceragenin-Coated Non-
Spherical Gold Nanoparticles as Novel Candidacidal Agents. Pharmaceutics. 2021;13(11):1940 (IF 6,525)
oraz praca przegladowa — Skiodowski K, Chmielewska-Deptuta SJ, Piktel E, Wolak P, Wollny T, Bucki R.
Metallic Nanosystems in the Development of Antimicrobial Strategies with High Antimicrobial Activity and
High Biocompatibility. Int J Mol Sci. 2023;24(3):2104 (IF 5,6). W obu pracach Doktorant jest pierwszym
autorem, jego udziat w powstaniu kaidej z powyzej wymienionych prac wynosi 60%, co zostato
potwierdzone przez pozostatych wspétautorow poszczegdinych prac. Ponadto przediozona do oceny praca
zawiera wstep, omowienie prac sktadajgcych sie na prace doktorskg obejmujace przedstawienie celu pracy,
materiatéw i metody, wynikéw oraz wnioskéw jak réwnies streszczerh w jgzyku polskim i angielskim,

piémiennictwo, wykaz tabel i rycin.

We wstepie Doktorant przedstawit charakterystyke patogenow z grupy ESKAPE i Candida, przedstawit
mechanizmy opornosci drobnoustrojéow, omowit charakterystyke ceragenin o potencjalnej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej oraz scharakteryzowat nanoczastki zlota sfunkcjonalizowane cerageninami.
Informacje przedstawione we wstepie uzasadniajg w petni zakres badan stanowigcych podstawe pracy

doktorskiej opracowanej przez mgr Karola Sktodowskiego.

W oparciu o przestanki zawarte we wstepie oraz pracy przegladowej Doktorant sformutowat nastepujgce

cele pracy doktorskiej majgce okresli¢ wiasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze nanoczastek ztota



sfunkcjonalizowanych cerageninami, tj.: 1) okreslenie aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej
nanoczastek ztota sfunkcjonalizowanych cerageninami wobec bakterii z grupy ESKAPE oraz grzybow
drozdzopodobnych; 2) ocena wptywu ksztaftu oraz wielkosci nanoczastek ztota sfunkcjonalizowanych
cerageninami na aktywnos¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybiczg; 3) okreslenie przeciwgrzybiczego
mechanizmu dziatania nanosystemow; 4) ocena indukgji opornosci na nanoczastki ztota sfunkcjonalizowane
cerageninami u wybranych szczepdw Candida; 5) okreslenie aktywnosci badanych nanosystemow w
stosunku do zewngatrzkomoérkowych oraz wewnatrzkomérkowych patogenow z grupy ESKAPE; 6) ocena
toksycznoéci badanych nanoczastek zlota sfunkcjonalizowanych cerageninami w stosunku do komorek

gospodarza.

Dla  zrealizowania postawionych ~ celéw  Doktorant przeprowadzit  badania aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej nanoczastek ztota w ksztatcie patyczkéw (AuR NPs), fistaszkow (AuP NPs) i
gwiazdek (AuS NPs) sfunkcjonalizowanych CSA-13, CSA-44, CSA-131 na szczepach bakteryjnych z grupy
ESCAPE (szczep wzorcowy Enterobacter faecium ATCC 700221 (VRE), szczepy kliniczne: Acinetobacter
baumannii (oporny na karbapenemy, aminoglikozydy, fluorochinolony) i Klebsiella pneumoniae (oporny na
antybiotyki B-laktamowe, aminoglikozydy, fluorochinolony) oraz dwéch szczepach referencyjnych grzybow:
Candida albicans ATCC 26790 i Candida albicans ATCC 1408 oraz szczepie klinicznym Canida krusei. W celu
okreélenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w odniesieniu do wankomycyny i imipenemu (MIC, MBC,
MFC) zastosowano metode seryjnych rozciefczen, test zliczania kolonii oraz kinetykg wzrostu bakterii z
uzyciem resazuryny. Aktywnosc przeciwbakteryjng nanosystemow oceniano ponadto: w stosunku do
bakterii zewnatrzkomorkowych za pomocg testu adhezji, w stosunku do bakterii wewnatrzkomoérkowych za
pomocg testu internalizacji z wykorzystaniem komorek A549 (ludzkiego niedrobnokomorkowego raka ptuc).
Potencjat rozwoju opornosci Candida albicans ATCC 26790 i Canida krusei oceniano metodg seryjnego
pasazowania komorek drobnoustrojow z testowanymi nanosystemami. Mechanizmy aktywnosci
bakteriobojczej oceniano poprzez okreslenie: powstawania wolnych rodnikow (pomiar pochodnych
nadtlenkéw za pomoca 2’-7'-dioctanu dichlorofluoresceiny, DFCH-DA), integralnosci/przepuszczalnosci bton
komoérkowych  (N-fenylo-l-naftyloamina, NPN; odczynnik Bradforda - odpowiednio z detekcja
fluorescencyjna oraz  kolorymetryczng) oraz depolaryzacji btony komorkowe] (jodek 3,3'-
dipropylotiadikarbocyjaniiny (diSC3)). Biozgodno$¢ oceniano testem MTT uzywajac komorki ludzkiego
niedrobnokomoérkowego raka ptuc A549 oraz uwalniania hemoglobiny z krwinek czerwonych. Nalezy
stwierdzi¢, ze sposdb zaplanowania badan oraz ich realizacja $wiadcza o bardzo dobrym merytorycznym
przygotowaniu Doktoranta. Wynikajg one réwniez z dtugotrwatej pracy i doéwiadczenia w ohszarze

prowadzonego badania promotora prof. Roberta Buckiego, ktory jest uznanym ekspertem w dziedzinie. W



planowaniu badania by¢ moze powinno sie uwzgledni¢, ze wzgledu na mechanizm dziatania ceraganin, inny
test biozgodnosci (MTT ocenia aktywnos¢ oksydacyjng mitochondriow) odzwierciedlajgcy integralnosé
btony komérkowej, np. test LDH. W charakterystyce badanych nanostruktur sfunkcjonalizowanych
cerageninami (scharakteryzowanych pod wzgledem strukturalnym: STEM, spektroskopia Ramana, potencjat
zeta - Zetasizer) brak jest oceny stabilnosci komplekséw w warunkach eksperymentalnych (co potencjalnie
utrudnia wnioskowanie dotyczace aktywnosci biologicznej sfunkcjonalizowanych nanoststeméw). Plan
badania powinien réwniez by¢ moze uwzgledni¢ uktad odniesienia w postaci niesfunkcjonalizowanych

nanoczgstek ztota.

Po przeprowadzeniu szeregu doswiadczen Doktorant wykazat m.in., wieksza aktywnosé przeciwbakteryjng
(MIC/MBC, test zliczania kolonii, kinetyka wzrostu) sfunkcjonalizowanych CSA-13 nanostruktur ziota
niezaleznie od ksztattu od wankomycyny i imipenemu; mechanizm dziatania przeciwgrzybiczego
sfunkcjonalizowanych ceragening nanoczastek ztota zwigzany z zaburzeniem integralnosci  blony
komérkowej bakterii i indukcja stresu oksydacyjnego (1,2-1,7-krotny wzrost powstawania ROS,
depolaryzacja bfony — 1,27-2,3 wzrost sygnatu fluorescencji diSCs), wzrost wychwytu NPN, uwolhienia
zawartosci cytoplazmy — test wycieku biatka); wysoka aktywnoéé przeciwbakteryjng w stosunku do
patogendw zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych (hamowanie adhezji A. baumannii do komérek A549,
hamowanie wzrostu K. pneumoniae wewnatrz komorek A549) indukowang przez AuNPs@CSA-13; brak
indukcji powstawania opornosci u szczepéw Candida (do 25 pasazy) poddanych ekspozycji na
sfunkcjonalizowane AuNPs@CSA-13, AuNPs@CSA-44, AuNPs@CSA- 131; biokompatybilnos¢ (zywotnosé
komorek A549 > 70% (EN ISO 10993-5, section 8.5), test MTT; Wedtug Amerykanskiego Towarzystwa Badan
i Materiatow (American Society for Testing and Materials, ASTM), hemoliza ponizej 5% uwazana jest za
nieistniejgca, powyZej tej granicy do 10% uwaza sie za niskg, a powyzej 10% uwaza sie za istotna hemolize)
badanych nanostruktur. Wyniki wptywu badanych nanostruktur oraz imipenemu i wankomycyny na wzrost
bakterii przedstawiono jedynie w formie opisowej, nie poddano ich analizie wzmiankowanymi w opisie

metodamj oceniajgcymi istotnosé statystyczng.

Dyskusja u2yskanych wynikéw eksperymentalnych (zawarta w publikacji) jest prowadzona dojrzale,
uwzglednia aktualnie dostgpng wiedze w dziedzinie. Zostata rowniei pozytywnie oceniona przez
recenzentow czasopisma. Jednakze by¢é moze dyskusja powinna odnie$¢ sie do, nie uwzglednionej w
uktadzie doswiadczalnym, aktywnosci przeciwbakteryjnej niesfunkcjonalizowanych nanoczastkek ztota
(uwzglednienie tego aspektu w planie badania umotzliwitoby lepsze wnioskowanie wobec udowodnionej
aktywnosci przeciwbakteryjnej wielu typdw nanoczastek zfota, tj. czy funkcjonalizacja ceragening zwieksza

aktywnos¢ przeciwbakteryjng nanostruktur ziota).



Na podstawie przeprowadzonych badan Autor sformutowat szeé¢ wnioskdw: 1. nanoczastki ziota
sfunkcjonalizowane cerageninami wykazuja Wwysoka aktywnos$¢ bakteriobdjcza i grzybobdjcza; 2)
mechanizm aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j nanosysteméw obejmuje wytwarzanie reaktywnych form
tlenu, depolaryzacje oraz uszkodzenie biony komorkowej; 3) nanoczastki ziota sfunkcjonalizowane
cerageninami nie indukowaty opornosci zarébwno u szczepu wzorcowego C. albicans jak i szczepu
klinicznego C. krusei; 4) badane nanosystemy charakteryzuje wysoka aktywnos¢ przeciwbakteryjna zarowno
w stosunku do bakterii zewnatrz- jak i wewnatrzkomdrkowych; 5) niska aktywnosci hemolityczna badanych
nanosysteméw w dawkach bakteriobdjczych oraz grzybobdjczych wskazujg na ich duzy potencjat w
opracowaniu nowych metod zwalczania infekcji wywotanych przez bakterie z grupy ESKAPE oraz grzyby z
rodzaju Candida; 6) nanoczastki ztota w ksztatcie fistaszkow sfunkcjonalizowane cerageninami wykazujg

wiekszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybiczg w poréwnaniu do patyczkdw i gwiazdek.

Przedstawione przez Doktoranta wnioski dobrze oddajg uzyskane obserwacje doswiadczalne, wynikaja
bezposrednio z analizy wynikow uzyskanych w czasie realizacji badan. By¢ moze we wnioskach mozna by
rowniez odnies¢ sie do wspotczynnika bezpieczenstwa badanych nanosystemow (wobec dostgpnych

danych dotyczacych MIC i stezen o potencjalnym toksycznym dziataniu).

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sg oryginalnym
osiggnieciem Autora, ktory dobrze opanowat ztozony warsztat badawczy i wykazat dobre merytoryczne
przygotowanie. Uwazam, Ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowosci naukowych i w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Dlatego tez zwracam si¢ do Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Karola Sktodowskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy, docenionej rowniez
przez grono migdzynarodowych ekspertdw, wnioskuje o wyrdznienie pracy summa cum laude. Wyniki pracy
opublikowano w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym: Pharmaceutics (IF 6,525) oraz

International Journal of Molecular Sciences (IF 5,6).
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