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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Karola Sklodowskiego
pt: Wplyw ksztaltu i rozmiaru nanoczastek zlota na efekt przeciwbakteryjny i przeciwgrzybiczy
ceragenin zwigzanych z ich powierzchnig — badania in vitro”
wykonanej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. n. med. Roberta Buckiego oraz promotora
pomocniczego Pani dr n. med. Sylwii Joanny Chmielewskiej-Deptuly w Zakladzie Mikrobiologii
Lekarskiej i Inzynierii Nanobiomedycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Zakazenia wywolywane przez drobnoustroje lekooporne uwazane sg obecnie za jeden z najbardziej
palacych probleméw zdrowotnych na swiecie. Sg problemem epidemiologicznym, ale rowniez stanowia
istotny problem ekonomiczny. Szacuje sig, ze w 2019 roku (przed erg zakazen wirusem SARS-CoV-2)
zakazenia bakteryjne byly przyczyna sSmierci okoto 7.7 miliona o0s6b (4,95 miliona zgondw
spowodowaly drobnoustroje wielolekooporne). Szacuje si¢ nadto, ze z kolei zakazenia grzybicze
kazdego roku sa przyczyng $mierci 1,7 miliona osob. Najnowsze prognozy wskazuja, ze do 2050 roku
zakazenia wywolane przez drobnoustroje lekooporne bedg powodowac 10 miliondow zgonoéw rocznie,
a liczba zgondéw z powodu zakazen bakteryjnych bedzie gltowna przyczyng $mierci ludnosei,

przewyzszajac umieralno$¢ wywotana przez choroby nowotworowe.

Niepowodzenie stosowanej antybiotykoterapii spowodowane jest miedzy innymi narastajaca
lekoopornoscig  mikroorganizméw  spowodowana nadmiernym  stosowaniem  antybiotykow
(gl, w rolnictwie 1 medycynie), wynikajacym z braku znajomosci zasad racjonalnej antybiotykoterapii.
Zdolnos¢ mikroorganizmow do tworzenia wielokomorkowych struktur biofilmu jest istotnym
czynnikiem wplywajgcym na niepowodzenie stosowanej terapii. Komorki bakterii oraz grzybow
chronione przez macierz biofilmu sg nawet 1000 krotnie bardziej oporne na $rodki dezynfekcyjne oraz
stosowane leczenie w poréwnaniu do planktonicznej formy wzrostu. Niepokojacym faktem jest, Ze
wigkszos¢ stosowanych obecnie antybiotykow jedynie zmniejsza liczbe komorek bakteryjnych lub
grzybiczych znajdujacych sig w strukturze biofilmu, nie prowadzac do ich calkowitej eradykacji.
Konsekwencja tego jest rozwdj przewleklych i nawracajacych zakazen. Z tego tez wzgledu, konieczne
jest poszukiwanie nowych srodkow przeciwdrobnoustrojowych, skutecznych w stosunku do patogenoéw

tworzacych biofilm.



Doktorant we wstgpie dysertacji szeroko wprowadza w temat epidemiologii zakazen bakteryjnych oraz
grzybiczych przyblizajac ich cechy i szczegotowo charakteryzuje rodzaje mechanizméw opornosci

szczepOw lekoopornych, co utatwia zrozumienie i analize dalszych czeéci dysertacii.

Narastajgca opornos¢ bakterii i grzybéw na antybiotyki stanowi globalne wyzwanie wspélczesne;
medycyny. Obiccujgcym narzedziem w walce z narastajaca opornoscia jest nanotechnologia.

Uwaza si¢ z kolei, ze alternatywg dla wspolcze$nie stosowanych antybiotykéw moga stanowié
cerageniny  (CSAs), poniewaz s3  lipidowymi analogami  naturalnych  peptydow
przeciwdrobnoustrojowych. Struktura ceragenin opiera si¢ na kwasie cholowym, bedacym naturalnym
steroidowym zwigzkiem chemicznym, ktéry nadaje cerageninom ich charakterystyczne wiasciwosei.
CSAs wykazuja ampifatyczny charakter — zawieraja zaréwno regiony hydrofilowe umozliwiajace
interakcje z wodg oraz innymi substancjami polarnymi oraz regiony hydrofobowe zapewniaja interakcje
z hydrofobowymi elementami bton lipidowych. Dzigki temu cerageniny moga fatwo wbudowywac sie
w blong lipidowa drobnoustroju. Cerageniny, w przeciwienstwie do kwasu cholowego, posiadaja grupy
funkcyjne z dodatnim ladunkiem. Kationowy charakter CSAs umozliwia ich oddziatywanie
z negatywnie natadowanymi czgsteczkami na powierzchni komorek mikroorganizméw. Gtowny
mechanizm  dziatania  przeciwdrobnoustrojowego CSAs  obejmuje  bezposrednia interakcje
clektrostatyczng z ujemnie natadowanymi btonami komérkowymi drobnoustroju, co po wbudowaniu
CSAs w strukturg blony prowadzi do zmian w organizacji fosfolipidow blony oraz jej depolaryzacii.
Mechanizm dziatania ceragenin obejmuje rowniez stymulacje wytwarzania wolnych rodnikéw co
prowadzi do stresu oksydacyjnego. Tym samym, skutkiem oddziatywania ceragenin z komérkami
bakterii jest utrata integralnosci ich btony komorkowej, zwickszenie jej przepuszczalnosci i utrata
sktadnikow wewnatrzkomérkowych, a takze uszkodzenie materiatu genetycznego komorki
oraz zaburzeniami w procesie replikacji i naprawy DNA. Uwaza sig, ze CSA stanowia alternatywe dla
antybiotykow ze wzgledu na szerokie spektrum dziatania obejmujace bakterie Gram-dodatnie i Gram-
ujemne, grzyby, a takze szczepy wielolekooporne. Cerageniny wykazujg takze dziatanie
przeciwbiofilmowe, sporobojcze, przeciwwirusowe, przeciwpasozytnicze i przeciwnowotworowe.
Co wigcej, cerageniny, w poréwnaniu z klasycznymi antybiotykami, charakteryzuja si¢ mmniejsza
tendencja do indukcji lekoopornosci.

Nie opisano dotychczas szczepow bakteryjnych czy grzybiczych wykazujacych opornosci
na cerageniny. Potencjal terapeutyczny CSAs podkresla takze ich niska toksycznos$é, stabilno$é
w warunkach fizjologicznych i niskie koszty produkcji. Dodatkowo, cerageniny posiadaja szereg
korzystnych cech farmakokinetycznych i farmakodynamicznych, takich jak amfipatyczny charakter
chemiczny, niespecyficzny, blonowy mechanizm dziatania, niewrazliwo$é na proteazy, a takze wysoka

aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa w ptynach ustrojowych.



W zwigzku z tymi faktami, celem analizy naukowej Doktoranta bylo 1. okreslenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej 1 przeciwgrzybiczej nanoczastek ztota sfunkcjonalizowanych cerageninami wobec
bakterii z grupy ESKAPE oraz grzyboéw drozdzopodobnych. 2. ocena wptywu ksztattu oraz wielkosci
nanoczastek zlota sfunkcjonalizowanych cerageninami na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng oraz
przeciwgrzybicza. 3. okreslenie przeciwgrzybiczego mechanizmu dziatania badanych nanosystemow.
4. ocena indukcji opornosci na nanoczastki zltota sfunkcjonalizowane cerageninami u wybranych
szczepow Candida. 5. okreslenie aktywnosci badanych nanosystemow w stosunku do
zewnatrzkomorkowych oraz wewnatrzkomoérkowych patogenéw z grupy ESKAPE (grupa
lekoopornych bakterii, ktére ze wzgledu na swojg niewrazliwosé¢ na powszechnie stosowane
antybiotyki, wynikajaca z obecnosci roznych mechanizméw opornosci, staly si¢ istotnym problemem
epidemiologicznym o charakterze globalnym: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Kiebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa oraz Enterobacter spp.).
Ale takze 6. ocena toksycznosci badanych nanoczastek ztota sfunkcjonalizowanych cerageninami

w stosunku do komorek gospodarza.

Wybor tematu rozprawy doktorskiej nalezy uzna¢ za wyjgtkowo istotny, szczegélnie w kontekscie

uwzglednionej we wstepie dysertacji narastajgcej z kazdym rokiem liczby zgondow pacjentow.

Rozprawa doktorska stanowi zbiér dwoch opublikowanych 1 powigzanych tematycznie artykulow
naukowych, jednej publikacji pogladowej oraz jednej publikacji oryginalnej. Sumaryczny wspdlczynnik
wplywu Impact Factor (IF) tych prac wynosi 12,125, suma punktéw MEIN 240. Doktorant jest
pierwszym autorem obydwu prac zbioru.

Na realizacj¢ tematu badawczego uzyskana zostala zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku — uchwata nr R-1-002/231/2019r z dnia 28.03.2019 r.

Rozprawa doktorska magistra Karola Sklodowskiego liczy 120 stron standardowego maszynopisu
wedlug typowego, powszechnie akceptowanego ukladu, ktory obejmuje: wykaz publikacji
stanowigcych rozprawe doktorska, zestawienie publikacji, spis skrotow, wstep, cele pracy, material
imetodyke badan, wyniki wraz z ich omowieniem, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wykaz cytowanego pismiennictwa, spis tabel 1 rycin. Doktorant zamieszcza réwniez informacje
o pozostatym dorobku naukowym, informacj¢ o charakterze udziatu wspotautoréow w publikacjach,

o$wiadczenie wspolautorow oraz zgode Komisji Bioetycznej na prowadzone badania.

W pierwszej publikacji w czasopismie International Journal of Molecular Sciences, 2023, IF: 5,6;
MEIN: 140 Doktorant przedstawit dane historyczne dotyczace rozwoju nanotechnologii
oraz przedstawil aktualny stan wiedzy na temat nanomaterialdéw i mozliwosci ich uzycia jako
alternatywy dla obecnie stosowanych antybiotykéw 1 lekéw przeciwgrzybiczych. Doktorant
przeanalizowal rodzaje nanoczgsteczek uwzgledniajagc ich wlasciwosci materialowe, fizyczne

i fizykochemiczne, celem najskuteczniejszego efektu p/drobnoustrojowego. Glowne mechanizmy
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dziatania przeciwdrobnoustrojowego nanoczastek metali obejmuja: (1) uszkodzenia $ciany komorkowej
patogenu powodujace ich zwigkszona przepuszczalno$é, (2) generowanie ROS zakldcajacych
homeostazg redoks 1 uszkadzajacych struktury komoérkowe, (3) wigzanie ze strukturami

wewnatrzkomorkowymi powodujge ich dysfunkcje.

Doktorant uwzglednit w publikacji informacje, ze kombinacje nanoczgstek 1 $rodkéw
przeciwdrobnoustrojowych maja wyzsza skutecznos¢ w poréwnaniu do samych $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych 1 jak wykazano moga zmniejszyé rozwéj opornoéci na srodki

przeciwdrobnoustrojowe.

Szczegolowo przedstawione zostaly rowniez

1. kategorie metalicznych nanoczastek na podstawie rodzaju ich sktadnikéw: (i) monometaliczne
nanoczgstki, (ii) metaliczne nanoczastki w pofaczeniu z konwencjonalnymi antybiotykami/fungicydami
lub zwigzkami innymi niz §rodki przeciwdrobnoustrojowe, (iii) wiclometaliczne nanoczastki same i (iv)
w polaczeniu z antybiotykami/fungicydami, (v) metaliczne nanoczgstki, ktérych powierzchnia zostata
dodatkowo funkcjonalizowana antybiotykami/fungicydami lub zwigzkami innymi niz $rodki

przeciwdrobnoustrojowe.

2. rodzaje funkcjonalizacji powierzchni metalicznych nanoczgstek pozadanymi zwigzkami z pomoca
wigzan  kowalencyjnych  lub  nickowalencyjnych z  pomoca czasteczek  laczgcych,
a) materialy organiczne (glikol polietylenowy (PEG), alkohol poliwinylowy (PVA), chitozan, dekstran,
alginian, kwas poliakrylowy, cytryniany, fosforany, aminy) lub substancje nicorganiczne (metale i tlenki
metali, krzemionki), b) funkcjonalizacja niekowalencyjna oparta na duzej liczbie stabych oddziatywan,
takich jak oddzialywania jonowe, oddzialywania van der Wallsa, oddzialywania hydrofobowe,
oddziatywania elektrostatyczne, wigzania wodorowe, ktore sa stosowane do nanoczastek metalicznych
1 krzemionkowych. Jedng z najwazniejszych nanoczgstek ze wzgledu na ich prosta i kontrolowang
syntezg, obojetnos¢, biokompatybilnos¢ i niska toksyczno$¢ w poréwnaniu z innymi nanomateriatami

sa nanoczasteczki ztota (AuNP).

Wiyniki analizy dziatania kandydabojczego tych wlasnie nanoczasteczek pokrytych ceragening staly sig
podstawg drugiej publikacji Doktoranta ,,Ceragenin-Coated Non-Spherical Gold Nanoparticles
as  Novel  Candidacidal — Agents” w  czasopismie  Pharmaceutics w2021 .
IF: 6,525; MEIN: 100. Ta praca oryginalna wtaczona do rozprawy doktorskiej zawiera uzyskane
w analizie naukowej wyniki dotyczace aktywnosci badanych ceragenin i nanosystemow wobec Candida
spp. Jak wykazato badanie, wszystkie badane nanosystemy wywieraly silny wplyw na Candida
niezaleznie od gatunku lub podatno$ci na inne czynniki przeciwgrzybicze. Co istotne, zaobserwowano
brak rozwoju opornosci po 25 przejSciach komorek Candida z nanosystemami AuR-CSA-13, AuR-
CSA-44 1 AuR-CSA-131. Ponadto, grzybobodjczy mechanizm dzialania badanych nanosystemow

obejmowal wytwarzanie ROS, uszkodzenie blony komorki grzybiczej i wyciek zawarto$ci



wewngtrzkomorkowej. W szczegélnosci nie wykryto znaczgcej hemolizy krwinek czerwonych

w dawkach kandydabojczych badanych nanosystemow.

Wyniki dostarczajg uzasadnienia dla rozwoju nanoczastek zlota rod-, peanut- and star-shaped

sprzgzonych z CSA-13, CSA-44 i CSA-131 jako skutecznych czynnikéw kandydobédjczych.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki odpowiadaja postawionym celom i opierajg si¢ na wynikach

istotnych statystycznie.

Na podstawie przeprowadzonych analiz naukowych Doktorant sformutowal wnioski:

1. Nanoczastki zlota sfunkcjonalizowanie cerageninami wykazuja wysoka aktywno$é bakteriobdjczg
i grzybobojcza.

2. Mechanizm aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nanosystemOéw obejmuje  wytwarzanie
reaktywnych form tlenu, depolaryzacje oraz uszkodzenie btony komorkowej.

3. Nanoczgstki zlota sfunkcjonalizowane cerageninami nie indukowatly opornosci zarébwno u szczepu
wzorcowego C. albicans jak 1 szczepu klinicznego C. krusei.

4. Badane nanosystemy charakteryzuje wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjna zarowno w stosunku
do bakterii zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowych.

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

6. Nanoczgstki zlota sfunkcjonalizowane cerageninami w ksztalcie fistaszkow wykazuja wicksza

aktywnos$¢ przeciwbakteryjng 1 przeciwgrzybicza w poréwnaniu do patyczkow i gwiazdek.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska magistra Karola Sklodowksiego charakteryzuje
si¢ niezwyklg trafnoscia wyboru tematu. Doktorant wykazat si¢ umiejgtnoscia wykorzystania dostepne;j
bibliografii oraz formulowania celow planowanych badan naukowych i wnioskéw z nich
wypltywajacych. Zawarta w rozprawie analiza tematu jest spojna i przyczynia si¢ do lepszego poznania
omawiane] tematyki, jest cennym uzupelieniem dostgpnego pismiennictwa naukowego. Autor nie
ustrzegta si¢ drobnych btgdow edycyjnych, ktore nie umniejszaja jednak wartosci pracy. Doktorant

w pelni zrealizowal zaplanowany cel, dobrze opanowal warsztat badawczy i wykazal doskonale
przygotowanie merytoryczne. Dysertacja ma duza wartoS¢ poznawcza i stanowi podstawe

do kontynuowania badan naukowych w tej dziedzinie.



Stwierdzam, ze rozprawa doktorska magistra Karola Sklodowskiego spemia warunki okreslone
w Ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U z 2023 r poz. 742 z p6zn.zm). Tym samym
wnosze¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie magistra Karola
Sktodowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i wnioskuje o uznanie pracy za

wyrdzniajaca.
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