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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Gtuszek pt. “Bakteriohdjcze i immunomodulujace dziatanie
nanoczasteczek magnetycznych sfunkcjonalizowanych pochodnymi 1,4-dihydropirydyny” wykonanej pod
kierunkiem promotora prof. dr hab. Roberta Buckiego oraz promotora pomocniczego dr. n. med. Katarzyny
Niemirowicz-Laskowskiej z Samodzielnej Pracowni Technik Mikrobiologicznych i Nanobiomedycznych

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Opornoéé bakterii na antybiotyki oraz chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe jest nieodtaczng cecha
klinicznego zastosowania lekéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ograniczajac ich skutecznosc
terapeutyczng. W zaleinoéci od leku, jego dawki oraz drobnoustroju pojawia sig po kilku-, kilkunastu latach
od jego pierwszego klinicznego zastosowania. Szerzaca sie nieskuteczno$¢  lekow
przeciwdrobnoustrojowych, zwigzana gidwnie z rozwojem opornosci jest przypisywana, m.in. ich
naduzywaniu i niewtasciwemu stosowaniu, co wobec braku nowych lekéw opracowywanych przez przemyst
farmaceutyczny, stanowi narastajacy problem kliniczny. Jedna z przyczyn rozwoju opornosci
drobnoustrojéw na leki jest wzmozona aktywno$¢ transporterow btonowych ograniczajgcych ich stezenie
wewnatrzkomérkowe (np. homolog ludzkiej glikoproteiny P, P-gp, MDR1). Jedng z mozliwosci ograniczenia
wplywu powyiszych proceséw na skutecznos¢ terapii przeciwdrobnoustrojowej jest zastosowanie
nosnikéw lekéw, np. nanostruktur {metalicznych, organicznych, weglowych nanorurek, grafenu), ktore
umozliwiaja niezaleine od transporteréw btonowych dokomdrkowe przemieszczanie lekéw, zwiekszajac
tym samym ich wewnatrzkomdrkowe stezenie i szanse na skutecznosC terapeutyczna. Niektore z
nanostruktur, oprécz funkeji transportowych, same w sobie wykazujg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojows,
jak réwniez moga wptywaé na inne procesy zwigzane z przebiegiem zakazenia, np. hamowa¢ tworzenie
biofilmu. Wobec powyiszych przestanek, temat przedtozonej do oceny pracy doktorskiej mgr Katarzyny
Gluszek nalezy uzna¢ za w petni aktualny, a mianowicie jest on zwigzany z opracowaniem nanoczgstek

magnetycznych sfunkcjonalizowanych zwigzkami o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.

We wstepie Doktorantka przedstawita charakterystyke strukturalng i metody syntezy pochodnych 1,4-
dihydropirydyny, ich potencjalne zastosowanie w medycynie, w tym jako zwigzkdéw o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Nastepne podrozdzialy wstepu zawierajg informacje dotyczace przede
wszystkim whasciwoséci przeciwbakteryjnych peptydu LL-37, jak réwniez czynnikdw wptywajgcych na

skutecznoé¢ leczenia przeciwdrobnoustrojowego, takich jak biofilm bakteryjny/grzybiczy oraz zjawisko



,quorum sensing”. Ostatni z podrozdziatow wstgpu poiwiecono charakterystyce i potencjalnym
biologicznym zastosowaniom nanoczastek magnetycznych. Poszczegdlne podrozdzialy wstepu, po
dodatkowej redakcji, z pewnoscig zastuguja na publikacje jako prace przegladowe. Informacje
przedstawione we wstepie uzasadniajg réwniez w petni zakres badan stanowigcych podstawe€ pracy

doktorskiej opracowanej przez mgr Katarzyne Gtuszek.

W oparciu o przestanki zawarte we wstepie Doktorantka sformutowata nastepujace cele pracy doktorskiej:
1) zbadanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej pochodnych 1,4-dihydropirydyny w formie wolnej oraz
zwigzanej na powierzchni nanoczastek magnetycznych wobec wybranych bakterii i grzybow (szczepdw
wzorcowych i izolatéow klinicznych); 2) ocena wiasciwosci fizykochemicznych nowych nanosystemow
zawierajacych pochodne 1,4-dihydropirydyny; 3) ocena aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowe] pochodnych
1,4-dihydropirydyny i nanosystemdéw zawierajacych te pochodne w obecnosci ptynow ustrojowych oraz 4)
ocena whasciwosci cytotoksycznych i immunomedulujgcych pochodnych 1,4-dihydropirydyny oraz
nanosysteméw zawierajacych te pochodne w ukfadzie doswiadczalnym, umozliwiajacym ocene

wywotywania apoptozy i hamowania indukowanego LPS wytwarzania cytokin.

Dla zrealizowania postawionych celdw Doktorantka dokonata analizy wtasciwosci fizykochemicznych i
biologicznych pochodnych 1,4-dihyrdopirydyny {zsyntetyzowanych przez dr Aive Plotniece w Instytucie
Chemii w Rydze), ktére w trakcie realizacji projektu immobilizowano na powierzchni nanoczastek
magnetycznych z powtokg aminosilanowa; po uprzedniej funkcjonalizacji aldehydem glutarowym). Do
oceny wiasciwosci fizykochemicznych otrzymanych nanostruktur Doktorantka wykorzystata metody analizy
spektralnej w podczerwieni, analizy kalorymetrycznej, analizy termograwimetrycznej, analizy potencjatu
elektrokinetycznego oraz transmisynjnej mikroskopii elektronowej. Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa
badanych nanostruktur wobec szczepdw wzorcowych oraz klinicznych oceniano poprzez oznaczenie
minimalnego stezenia hamujacego wzrost, minimalnego stezenia bojczego oraz minimalnego steienia
bakterio/grzybobdjczego (rowniez w plynach ustrojowych). Wykorzystujagc metody oparte na pomiarze
fluorescencji Doktorantka dokonata oceny wbudowywania pochodnych 1,4-dihydropirydyny do btony
komérkowej bakterii, wptywu badanych zwigzkéw na metabolizm bakterii {wykorzystujgc szczep bakterii
Pseudomonas aeruginosa Xen 5), powstawanie biofilmu. Biozgodnos¢ oceniano poprzez pomiar proliferacii
testem MTT, integralnosci bton testem LDH oraz poprzez pomiar reaktywnych form tlenu, wobec
keratynocytow ludzkich oraz pomiarem aktywnosci hemolitycznej. Ponadto dokonano analizy wydzielania
interleuking 8 metoda ELISA. Zastosowane metody umotzliwity Doktorantce kompleksowg ocene
wiasciwoséci  fizykochemicznych i biologicznych  badanych pochodnych  1,4-dihydropirydyny oraz

nanostruktur. Sposob zaplanowania badan oraz ich realizacja $wiadczg o bardzo dobrym merytorycznym



przygotowaniu Doktorantki. Wynikaja one réwnie: z diugotrwate] pracy i doswiadczenia w obszarze
prowadzonego badania promotora prof. Roberta Buckiego, ktéry jest uznanym ekspertem w dziedzinie. W
planowaniu doswiadczer uzasadnionym wydaje sie jednakze odniesienie aktywnosci oraz innych badanych
parametréw badanych pochodnych 1,4-dihydropirydyny oraz nanoczastek w stosunku do stosowanych
klinicznie lekéw przeciwdrobnoustrojowych. Nalezatoby réwniez rozwazy¢ (wobec wartosci MIC/MBC/MFC)
okredlenie aktywnosci hemolitycznej oraz testéw MTT | LDH w wyzszych stezeniach badanych zwigzkéw i
struktur. Poniewaz Autorka badata nanostruktury o wiasciwoséciach magnetycznych, uzasadnione bytoby
réwnie: okreélenie wplywu pola magnetycznego na interakcje badanych nanostruktur z komdrkami
patogenodw i okredlenie w tych warunkach aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. W opisie metodyki hadan,

testow statystycznych nalezy poprawnie nazwac zastosowany test, tj. t-test Studenta.

Po przeprowadzeniu szeregu dobrze zaprojektowanych doswiadcze’d Doktorantka wykazata m.in., e
wtasciwosci fizyko-chemiczne otrzymanych nanoczastek wskazujg na ich stabilnosé¢ oraz mozliwosc
oddziatywania ze sciang komdrkowsq drobnoustrojow; otrzymane nanostruktury zawierajgce pochodne 1,4-
dihydropirydyny wykazujg wieksza aktywnosc w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych
oraz grzybéw w odniesieniu do postaci welnych badanych pochodnych; aktywnosé nanostruktur jest
porownywalna do dziatania naturalnych peptydéw przeciwbakteryjnych oraz ich syntetycznych analogow.
Nalezy jednakie zauwazyé, ze czesci wynikéw aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (MIC/MBC/MFC) nie
poddano analizie statystycznej, przedstawiono je jedynie w sposob opisowy. W pracy nie zamieszczono
réwniez wynikow zmiany potencjatu elektrokinetycznego pochodnych 1,4-dihydropirydyny w postaci

wolnej {lub jest to niejednoznacznie opisana grupa kontrolna).

Dyskusja przeprowadzona przez Autorke jest prowadzona bardzo dojrzale. Doktorantka umiejetnie odniosta
wiasne wyniki do dostepnych danych literaturowych. Sposob przeprowadzenia analizy uzyskanych wynikow
potwierdza bardzo dobre przygotowanie metodyczne i szerokg wiedze dotyczgcy tematyki prowadzonych
badan. Przy przygotowywaniu pracy do druku uzasadnionym wydaje sie uwzglednié¢ w dyskusji wartosci
MIC/MBC/MFC (w odniesieniu do klinicznie stosowanych lekéw i wiasnych danych, réwnie dotyczacych
parametréw toksycznosci). Przemyslenia wymaga réwniez dyskusja dotyczace mozliwoéci wykorzystania
nanostruktur z pochodnymi 1,4-dihydropirydynowymi do blokowania funkeji kanatéw wapniowych oraz
terapii celowanej, ze wzgledu na lokalizacje miejsca dokowania pochodnych 1,4-dihydropirydynowych w
strukturze kanatéw wapniowych. Doprecyzowania wymaga rowniei fragment dyskusji dotyczacy moiliwosci
blokowania przez nanostruktury transporterdw usuwajgcych substraty z kaomérki (tj. efflux transporters),
poniewa? nie s3 one bezposrednio blokowane przez nanostruktury, a jedynie skutki ich dziatania sa przez

nie ograniczane,



Przedtozona do oceny praca ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich, zawiera nastepujace podrozdziaty:
wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja oraz wnioski, jak rowniez streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, bibliografia, spis tabel oraz spis rycin. Praca jest opracowana bardzo starannie,
jednakie Doktorantka nie ustrzegta sie drobnych bteddw redakceyjnych, np. tabele 36-38 brak opisu paneli A
i B; rycina 18B jest btednie opisana {powinno by¢ rycina 18 wraz z opisem grupy A w tresci); ryciny 45 i 46
nie zawierajg opisu symboli CT, 2, 5, 10, w dyskusji kilkakrotnie pojawia sie oznaczenie badanego zwiazku

jako 1-9 zamiast I-6.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka przedstawita trzy wniaski: 1. Pochodne 1,4-DHP zwigzane
na powierzchni magnetycznych nanoczastek wykazujg wieksza aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg w
poréwnaniu do ich form wolnych; 2. Nanosystemy zawierajgce pochodne 1,4-DHP wykazujg silniejsze
dziatanie przeciwhakteryjne, anizeli ludzka katelicydyna LL_37, a sita ich dziatanie zblizona jest do efektu
przeciwdrobnoustrojowego creageniny CSA-13; 3. Pochodne 1,4-DHP oznaczone symbolami D-19 i K-1808B,
wykazuja zdolnos¢ hamowania aktywnosci prozapalnej lipopolisacharydow. Sformutowane przez
Doktorantke dwa pierwsze wnioski dobrze oddaja uzyskane wyniki, wynikaja bezposrednio z analizy
wynikdw uzyskanych w czasie realizacji badan. Natomiast wniosek trzeci wymaga doktadniejszej analizy
wynikdw (tj. uwzglednienie wptywu badanych zwigzkéw na proliferacje komarek, a w koricowym efekcie ich
liczbe), poniewai z ryciny 46 wynika ze zwigzki te mogg zmniejszac¢ wydzielanie IL-8 (brak informacji o
istotnosci statystycznej zmian IL-8 indukowanych badanymi zwigzkami w odniesieniu do kontroli), lecz

moie to mied zwigzek z mniejsza liczbg komdrek (co pokazano na rycinie 44).

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostal w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sg oryginalnym
osiggnieciem Autorki, ktdra dobrze opanowata nietatwy warsztat badawczy | wykazata dobre merytoryczne
przygotowanie. Uwaiam, Ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowosci naukowych i w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Dlatego tez zwracam sie do Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznege w Biatymstoku o

dopuszczenie mgr Katarzyny Gtuszek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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