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Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy niezmiernie waznej tematyki narastania
lekoopornosci szczepéw bakterii i grzybéw wywotujacych zakazenia u ludzi, a tym samym
koniecznosci opracowania nowych metod terapii infekcji o takiej etiologii.

W ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny rozw6j nowej dziedziny medycyny
— nanomedycyny, ktéry niewgtpliwie przyczyni si¢ do stworzenia nowatorskich opcji
terapeutycznych w zakresie chorob zakaznych. Trwaja intensywne badania nanoczastek, ktore
moga by¢ skutecznymi nosnikami lekéw przeciwdrobnoustrojowych, dostarczajacymi te
zwigzki do komorek patogenow.

Oprécz  dotychczas stosowanych antybiotykéw i innych lekéw przeciw-
drobnoustrojowych, nowa opcjg terapeutyczng zakazei wywolywanych przez drobnoustroje
wielolekooporne (ang. multidrug-resistant, MDR) moga byé cerageniny. Sa to pochodne
kwasu cholowego, bedace analogami naturalnych kationowych lipidéw o dziataniu
hamujacym namnazanie sig bakterii i grzyboéw. Doniesienia w literaturze naukowej wskazuja,
ze w badaniach in vitro obserwuje si¢ wzmocnienie dzialania takich zwiazkow, gdy sg one
zwigzane z powierzchnig nanoczastek metali (np. ztota).

Rozprawa doktorska Pana mgr Karola Skiodowskiego oparta jest na pracach
badawczych przeprowadzonych z uzyciem nanoczastek zlota sfunkcjonalizowanych
wybranymi cerageninami (CSA-13, CSA-44 i CSA-131), w celu okreslenia aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej tych zwigzkéw zaleznie od wiasciwosci fizykochemicznych tych
czastek (ksztalt i rozmiar), mozliwosci indukcji opornosci szczepow  grzybow
drozdzopodobnych na te zwiazki, a takze potencjalnej cytotoksycznosci badanych substancji.



Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Karola Sklodowskiego
stanowi cykl dwoch tematycznie spojnych artykulow (praca przegladowa i praca oryginalna),
opublikowanych w jezyku angielskim w 2021 r. oraz w 2023 r. w recenzowanych
czasopismach naukowych, ktérym przypisano wspotczynnik oddzialywania (ang. Impact
factor, IF) i punktacj¢ Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN). Doktorant jest pierwszym
autorem tych prac (o wkladzie procentowym wynoszacym 60%), stanowigcych opracowania
zbiorowe. Dodatkowo rozprawa doktorska zawiera nieopublikowane wyniki oryginalnych
badan tematycznie zwigzanych z w/w cyklem artykulow.

Rozprawa doktorska mgr Karola Sktodowskiego liczy 148 stron, ma uklad typowy dla
prac doktorskich stanowigcych cykl publikacji i obejmuje nastepujace czesci: Spis tresci,
Wykaz publikacji wlaczonych do rozprawy doktorskiej, Zestawienie publikacji oraz innego
dorobku naukowego Doktoranta, Spis skrotow, Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody,
Wyniki, Wnioski, kserokopie dwoéch publikacji (Publikacja nr 1 i Publikacja nr 2)
stanowigcych cykl bedacy przedmiotem rozprawy, Streszczenie w jezyku polskim,
Streszczenie w jezyku angielskim, Pismiennictwo, Wykaz tabel i rycin, Dorobek naukowy
(publikacje naukowe i doniesienia zjazdowe), Informacje o charakterze udziatu wspotautoréw
w publikacjach, Oswiadczenia wspotautoréw publikacji oraz Zgoda Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. W przedstawionej do recenzji rozprawie
doktorskiej brak jest odrebnego rozdziatu Dyskusja.

We wstepie liczacym 14 stron Doktorant przedstawil znaczenie zakazen wywotanych
przez poszczegolne bakterie zawarte w grupie okreslanej akronimem ESKAPE (Enterococcus
Saecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.) oraz drozdzaki z rodzaju Candida. Doktorant
podal nowe nazwy gatunkowe drozdzakéw znanych dotad jako Candida glabrata (obecnie
Nakaseomyces glabratus, aczkolwiek w pracy podano N. glabrata) oraz C. krusei (obecna
nazwa Pichia kudriavzevii). W tej czedci rozprawy Doktorant scharakteryzowal tez
mechanizmy opornosci mikroorganizmoéw na leki przeciwdrobnoustrojowe. W dalszej czesci
Wstepu zawarty jest opis ceragenin oraz nanoczastek zlota sfunkcjonalizowanych
cerageninami. Autor rozprawy wskazal, ze wsrod nanoczastek metali szlachetnych najlepsze
wlasciwosei  (stabilno$¢ czastek, silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe) wykazuja
nanoczgstki zfota. Nalezy podkresli¢, ze we wstepie Doktorant zamiescil trzy dodatkowe
kolorowe ryciny, ktére znakomicie uzupeiniaja tekst tej czesci rozprawy i wyjasniaja
omawiane mechanizmy opornosci drobnoustrojow na antybiotyki, rodzaje nanoczastek
bedacych przedmiotem badan w nanomedycynie oraz mechanizm dziatania nanoczastek zlota.

W recenzowanej rozprawie doktorskiej Doktorant sformutowal sze$¢ celow pracy:
okreslenie aktywnosci nanoczastek zlota sfunkcjonalizowanych cerageninami wobec bakterii
z grupy ESKAPE oraz grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida, ocena wpltywu
ksztattu i wielkosci tych nanoczastek na ich aktywno$¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza,
okreslenie mechanizmu dziatania badanych nanosystemow wobec grzybow i ocena indukcji
opornosci wybranych szczepéw z rodzaju Candida na badane nanoczastki, a takze okreslenie



aktywnosci badanych nanoczastek wobec zewnatrzkomorkowych i wewnatrzkomoérkowych

bakterii z grupy ESKAPE oraz ocena ich toksycznosci wobec komoérek gospodarza.

Rozdzial ,Materiaty i metody” (8 stron) zawiera metodologie dodatkowych badan,
przeprowadzonych oprécz eksperymentow opisanych w publikacji nr 2, m. in. uzyte do badan
szczepy bakterii i grzybéw, podloza i warunki hodowli, zastosowane zwiazki
przeciwdrobnoustrojowe, metody (okreslenie wlasciwosci fizykochemicznych nanoczastek
ztota, wartosci MIC, MBC i MFC badanych zwigzkow, test zliczania kolonii jako metoda
okreslenia aktywnosci bakteriobojczej wybranych antybiotykéw oraz badanych nanoczastek
wobec E. faecium. K. pneumoniae i A. baumannii oraz ocena kinetyki wzrostu tych bakterii
eksponowanych na badane zwigzki. Kolejne eksperymenty obejmowaly ocene mozliwosci
indukcji opornosci grzybéw C. albicans i C. krusei na badane nanoczastki, ocena dzialania
badanych zwigzkéw wobec drobnoustrojéow pozakomorkowych i wewnatrzkomérkowych,
poréwnanie aktywnosci przeciwgrzybiczej badanych nanoczastek zlota w zaleznosci od ich
ksztattu (patyczki, fistaszki, gwiazdki) i ceragenin w postaci wolnej, a takze ocena
cytotoksycznosci badanych zwigzkéw. Zastosowano adekwatne metody analizy statystycznej,
a za poziom istotnosci statystycznej przyjeto wartosé p<0,05.

Rozdzial ,Wyniki” (9 stron) podzielony jest na osiem czedci, odpowiednio do
przeprowadzonych eksperymentéw wymienionych w rozdziale ,Materiaty i metody”. Wyniki
przeprowadzonych badan oprocz opisu w tekscie sa takze zilustrowane za pomoca tabeli
i czterech rycin.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen naukowych Pan mgr Karol Sktodowski
sformutowal szes¢ wnioskow, odpowiadajacych zalozonym celom recenzowanej rozprawy
doktorskiej:

1. Nanoczgstki ziota sfunkcjonalizowane cerageninami wykazujg wysokg aktywnosé
bakteriobojcza i grzybobojcza.

2. Mechanizm aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nanosystemow obejmuje wytwarzanie
reaktywnych form tlenu, depolaryzacj¢ oraz uszkodzenie blony komérkowe;.

3. Nanoczastki zlota sfunkcjonalizowane cerageninami nie indukowaly opornosci zaréwno
u szczepu wzorcowego C. albicans, jak i szezepu klinicznego C. krusei.

4. Badane nanosystemy charakteryzuje wysoka aktywnosé przeciwbakteryjna zaréwno
w stosunku do bakterii zewnatrz-, jak i wewnatrzkomérkowych.

5. Niska aktywnos¢ hemolityczna badanych nanosysteméw w dawkach bakteriobdjczych
oraz grzybobojczych wskazuje na ich duzy potencjat w opracowywaniu nowych metod
zwalczania infekcji wywolywanych przez bakterie z grupy ESKAPE oraz grzyby
z rodzaju Candida.

6. Nanoczastki zlota w ksztalcie fistaszkow sfunkcjonalizowane cerageninami wykazuja
wigkszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza w poréwnaniu do patyczkéw
i gwiazdek.



Pierwsza publikacja wchodzaca w sktad cyklu, zatytulowana ,,Metallic nanosystems in
the development of antimicrobial strategies with high antimicrobial activity and high
biocompatibility” zostala opublikowana w 2023 r. w czasopi$mie .,International Journal of
Molecular Sciences” (IF: 5,6; punktacja MEIN: 140). Jest to bardzo obszerna praca
przegladowa, w ktérej Doktorant i wspdtautorzy szczegdlowo opisali znaczenie badan nad
nanomateriatami jako alternatywnej metody leczenia zakazenh wywolywanych przez
wielolekoooporne szczepy bakterii i grzybéw. Nanomateriaty (majace potencjat jako nogniki
lekow) obejmujg cztery grupy zwigzkéw: nanomateriaty weglowe (np. fullereny, grafen i jego
pochodne), nieorganiczne nanomateriaty skladajace si¢ z metali szlachetnych (np. zloto,
srebro, platyna), organiczne nanomaterialy (np. kationowe polimery, nanoczastki oparte na
bialkach lub lipidach) oraz nanomaterialy kompozytowe (nanokompozyty), ztozone z dwoch
lub wigcej skladnikéw (polgczenie moze obejmowaé nanomaterialy metalu, wegla lub
organiczne z metalami lub polimerami). W tej publikacji omdéwiono ogdlne wiasciwosci,
zalety i wady tych czterech grup nanomaterialéw i wskazano, ze najbardziej obiecujace
w medycynie sa nanoczastki metali. Doktorant i wspotautorzy tej publikacji podkreslili, ze
szczegolnie wazne jest opracowanie nowych skutecznych technik wprowadzania leku do
komorek patogenéw. W pracy tej przedstawiono potencjalne zastosowanie nanoczastek
metali, sfunkcjonalizowanych odpowiednimi substancjami, w skojarzonej terapii zakazen.
ZwigzKi te nie tylko wykazujg dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, lecz takze sa skuteczne
wobec drobnoustrojéw zaréwno w fazie planktonicznej, jak rowniez w obrebie biofilmow.
By¢ moze dawki lekéw przeciwdrobnoustrojowych zastosowanych w terapii skojarzonej
z uzyciem tych nowatorskich zwiazkow beda mogly by¢ zredukowane. Waznym aspektem
tych badan jest ocena biokompatybilnosci tych zwigzkéw, szczegdlnie pod katem braku
toksycznosci dla komorek organizmu gospodarza i jego fizjologicznej mikroflory.
Dodatkowo, dotychczasowe badania nanoczastek metali sfunkcjonalizowanych odpowiednimi
substancjami o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym wskazuja na mate ryzyko powstania
opornosci mikroorganizméw na takie $rodki terapeutyczne. Praca ta stanowi niewatpliwie
wazny wkilad w przedstawienie aktualnego stanu wiedzy w zakresie potencjalnej roli
nanoczgstek metali, w tym zlota, w opracowaniu nowatorskich terapii przeciw-
drobnoustrojowych, o wysokiej skutecznosci i biokompatybilnosci. Nalezy podkreslié,
ze artykul ten liczy az 44 strony i zawiera imponujaca liczbe 301 pozycji pismiennictwa.

Drugi artykul z prezentowanego cyklu pt. ,.Ceragenin-coated non-spherical gold
nanoparticles as novel candidacidal agents” jest praca oryginalng, ktéra ukazala sie
w czasopismie ,,Pharmaceutics” w 2021 r. (IF: 6, 525; punktacja MEiN: 100). W tej pracy
Doktorant i wspolautorzy wykazali, ze uzasadnione jest zastosowanie nanoczastek zlota
o roznych ksztaltach (patyczkow, fistaszkow lub gwiazdek), skonjugowanych z cerageninami
CSA-13, CSA-44 lub CSA-131, jako podstawa do opracowania skutecznych terapii zakazen
wywolywanych przez grzyby z rodzaju Candida. W badaniach zastosowano wzorcowe oraz
kliniczne szczepy Candida albicans, a takze kliniczne szczepy C. tropicalis, C. krusei
1 C. glabrata. Doktorant i wspotautorzy tej publikacji podkreslaja nowatorski aspekt tej pracy,



gdyz stanowi ona pierwsze w literaturze doniesienie zawierajgce poréwnanie aktywnosci

roznych postaci nanoczastek zlota sfunkcjonalizowanych cerageninami CSA-13, CSA-44

i CSA-131 z dzialaniem wolnych form tych ceragenin wobec szczepéw drozdzakéw z rodzaju

Candida.

Bibliografia obejmuje 139 pozycji literatury, ktore sa przedstawione wedhig
kolejnosei cytowania w tekscie rozprawy. Prawie polowa tych pozycji literatury zostala
opublikowana w latach 2018 — 2023, jednak brak jest publikacji z 2024 r. Dodatkowo
piSmiennictwo podane jest tez w poszczegélnych pracach stanowiacych cykl: 301 pozycji
pismiennictwa w publikacji nr 1 (artykut przegladowy) oraz 88 — w publikacji nr 2 (artykut
oryginalny). Niestety, w wykazie cytowanego pi$miennictwa brak jest ujednolicenia (pelne
nazwy czasopism vs skroty nazw, pisownia nazw czasopism malymi literami, w niektérych
publikacjach brak numeru wolumenu i stron). Jako mikrobiolog mam zastrzezenia
w odniesieniu do braku kursywy w nazwach gatunkowych bakterii i grzybow.

Z obowigzku recenzenta chciatabym przedstawi¢ nastepujace uwagi:

e ESKAPE to grupa bakterii wykazujacych oporno$é¢ na leki przeciwbakteryjne, jednak
uwazam, Z¢ nie mozna jednoznacznie zdefiniowaé tej grupy jako patogeny wysoce
zjadliwe (str. 8), ale raczej jako drobnoustroje oportunistyczne, gdyz z wyjatkiem
S. aureus wystgpujg jako mikroflora fizjologiczna cztowieka lub bytuja w $rodowisku
zewnetrznym, a zakazenia wywolujg w sprzyjajacych warunkach (np. zaburzenia
odpornosci gospodarza)

e fragment dotyczacy szczepéw MRSA (str. 12): chodzi o wprowadzenie do leczenia
w 1959 r. metycyliny i opisanie 2 lata pézniej (w 1961 r.) szczepdéw S. aureus opornych
na ten antybiotyk, a nie antybiotykéw B-laktamowych (penicylina nalezaca do tej grupy
antybiotykow byta wprowadzona do leczenia ludzi w 1941 r.)

e w tekscie rozprawy uzywane sg zamiennie terminy ,,posocznica” i ,sepsa”, jednak
w literaturze medycznej oraz w wytycznych réznych towarzystw na $wiecie (ang. Global
Sepsis Alliance) i w Polsce (np. Narodowy Program Zwalczania Sepsy) zaleca sie obecnie
stosowanie terminu ,,sepsa”

o karbapenemazy naleza do metalo-B-laktamaz (str. 16 powinno by¢: ,.metalo-B-laktamazy,
w tym karbapenemazy™)

e odnosniec do wniosku nr 4 interesujace byloby rozszerzenie badan o bakterie
wewngtrzkomoérkowe, posiadajace mechanizmy przezywania i namnazania si¢ wewnatrz
komorek gospodarza (np. Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, itp.)

e w tekscie rozprawy sa bledy edytorskie, ktore oczywiscie nie maja wpltywu na bardzo
wysoka wartos¢ naukowa pracy, np. brak niektérych skrotow w ,,Spisie skrétow” (np.
DMSO, VRSA); brak wyjasnienia skrétow w tekscie przy pierwszym uzyciu, co utrudnia
lekture rozprawy; uzywanie stowa ,,medium” zamiast ,,podloze”.

Stwierdzam, ze w przeprowadzonej pracy badawczej Doktorant wykazat sie bardzo
szerokg wiedzg w zakresie tematyki artykuléw stanowigcych cykl publikacji oraz
dodatkowych badan eksperymentalnych przedstawionych w recenzowanej rozprawie,
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umieje¢tnoscig samodzielnego zaplanowania i prowadzenia badan naukowych, a takze
wnikliwg analizg uzyskanych wynikow. Wnioski zawarte w rozprawie sg spdjne z zatozonymi
celami pracy i sa sformulowane poprawnie. Metody badawcze oraz uzyskane wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw naukowych, opublikowane w artykule oryginalnym
wilaczonym do cyklu publikacji (publikacja nr 2), zostaly pozytywnie ocenione przez
niezaleznych recenzentéw renomowanego czasopisma naukowego. Pragne podkresli¢ duzy
dotychczasowy dorobek naukowy Doktoranta (sumaryczny IF 79,327, punktacja MEiN:
1840).

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
Pana mgr Karola Sklodowskiego stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Pracg t¢ oceniam pod wzgledem merytorycznym bardzo wysoko, szczegélnie w aspekcie
oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej badanych nanoczgstek, co ma znaczenie
w opracowywaniu nowatorskich metod terapii zakazen wywolywanych przez MDR szczepy
patogenow.

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Karola
Sklodowskiego spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023, poz. 742), zwracam sie wiec do Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z wnioskiem o dopuszczenie Doktoranta do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej Pana mgr Karola
Sklodowskiego ze wzgledu na znaczacy wkilad w zakresie wiedzy o potencjalnym
zastosowaniu  klinicznym  nanoczgstek  zlota  sfunkcjonalizowanych  cerageninami
wykazujacymi aktywnos¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza, przy jednoczesnym braku
indukcji  opornosci  drobnoustrojow i toksycznosci tych zwiazkéw, zastosowanie
nowoczesnych metod badawczych oraz bardzo duza warto$¢ naukowa cyklu publikacji
stanowigcego prace doktorska i przeprowadzonych badan eksperymentalnych.



