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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Rewak-Soroczynskiej
pt. ..Badania aktywnoéci biologicznej jondw lantanowcdw i jondw metali przejsciowych oraz nanomaterialow
na bazie hydroksyapatytu wspotdomieszkowanych tymi jonami wobec Pseudomonas aeruginosa” w dziedzinie

nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne

Rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Oddziale Fizykochemii Biomedycznej Instytutu Niskich
Temperatur i Badan Strukturalnych Polskiej Akademii Nauk we wspéipracy z Zaktadem Biologii Patogendw i
Immunologii na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem tej rozprawy jest
prof. dr hab. Rafat J. Wiglusz, a promotorem pomocniczym dr Agata Dorotkiewicz-Jach.

Recenzje ww. rozprawy doktorskiej wykonano w odpowiedzi na pismo nr RN-64/2023 z dnia 28
czerwea 2023 przeslane przez prof. dr. hab. Andrzeja Gamiana, Dyrektora Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, zawierajace informacje o
powotaniu mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Justyny Rewak-Soroczytiskiej.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma postaé monografii liczacej 209 stron, lacznie z
literaturg, materiatami dodatkowymi i rozdzialem opisujacym osiagniccia naukowe Doktorantki. W mojej
ocenie monografia jest bardzo wymagajgcg formg prezentowania wynikéw pracy naukowej, ktéra wymusza
koniecznos¢ panowania nad caloscig tekstu przez jedng osobe. Ale ogromng zaletg takiej formy prezentowania
wynikow jest mozliwo$é zapoznania sie z osobistym nastawieniem Autora do swoich badan w kontekécie
badan innych naukowcéw, a przez to mozna poznaé Jego dojrzatosé naukows. Dzieki ogromnemu wsparciu
merytorycznemu i duzemu do$wiadczeniu naukowemu obu Promotoréw, prof. dr. hab. Rafala Wiglusza i dr
Agaty Dorotkiewicz-Jach, Pani mgr Justyna Rewak-Soroczynska, mogla uzyskaé wiele wartosciowych

wynikéw o duzym potencjale aplikacyjnym. Pozwolito to na uzyskanie rozprawy na bardzo wysokim poziomie



naukowym, ktorej znaczaca czgs¢ wynikéw zostata juz opublikowana w czterech pracach eksperymentalnych:
Biomolecules 2022, Curr. Issues Mol. Biol. 2022, Biomaterials Advances 2022, ACS Omega 2020 oraz jednej
pracy przegladowej (Tygiel 2022). Doktorantka jest pierwszym autorem w trzech z tych prac. W mojej ocenie,
mgr Justyna Rewak-Soroczyfiska wyréznia si¢ duza aktywnoscia naukows. Potwierdzeniem tego jest Jej
wspblautorstwo 15 publikacji, 12 wystapien na konferencjach naukowych oraz jednego patentu w okresie 2018-

2023. Uwazam osiggniecia te za wybitne, biorac pod uwage obecny etap kariery naukowej Doktorantki.

Problem badawczy

Tematyka badawcza podjeta przez mgr Justyne Rewak-Soroczyniska jest bardzo wazna i aktualna ze
wzgledu na duze zagrozenie zdrowia ludzi powodowane przez bakterie Pseudomonas aeruginosa. Ten
oportunistyczny patogen czlowieka wytwarza wiele czynnikéw wirulencji (m.in. siderofory oraz
zewngtrzkomérkowe enzymy: proteazy i elastazy) i charakteryzuje sie wysoka antybiotykoopornoscia oraz
zdolnocig do wywolywania infekcji w miejscach wszezepéw. Zdolno$é do efektywnego tworzenia trwalych i
odpornych na dziatanie antybiotykéw biofilméw na powierzchniach stalych przez P. aeruginosa, w tym na
materiatach wszczepiennych, umozliwia tym bakteriom efektywne zasiedlanie réznych nisz ekologicznych,
wliczajac w to tkanki ludzkie. Dlatego istnieje koniecznosé intensywnego poszukiwania nowych materiatéw
implantacyjnych o wlasciwosciach antybakteryjnych. P. aeruginosa jest jednym z wielolekoopornych
patogenow charakteryzujacych si¢ zdolnoscia do szybkiej adaptacji do zmieniajacych sic warunkéw
srodowiskowych, w tym takze do lekéw przeciwbakteryjnych oraz dezynfektantéw. O istotnodci zagrozenia
zdrowotnego ze strony tej bakterii $wiadczy fakt zaklasyfikowania jej do grupy patogendw ESKAPE. Z tych
powodow tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke i zespdt Profesora Rafata Wiglusza jest bardzo wazna

i wpisuje si¢ ona doskonale w aktualne potrzeby medyczne.

Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymogi formalne. Tytut pracy odpowiada
treSciom w niej zawartym, a opisywane zagadnienia dotycza aktualnych kierunkéw badan zwigzanych z
opracowaniem nowych biokompatybilnych materiatéw implantacyjnych, ktére bylyby nietoksyczne dla
komérek ludzkich, a posiadaty whasciwosci antybakteryjne wobec bakterii P. aeruginosa. Struktura rozprawy
Jest typowa dla tego rodzaju prac naukowych. Ogétem dysertacja skiada sie z trzynastu rozdzialoéw i jest bardzo
bogato ilustrowana. Zawiera bowiem 50 rycin i 18 tabel w czedci zasadniczej rozprawy oraz 11 rycini 7 tabel w
Materialach dodatkowych, umieszczonych na koncu pracy. Siedem rozdziatéw dysertacji ma charakter
merytoryczny (Wstgp, Cel rozprawy doktorskiej, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Materiaty
dodatkowe), a sze$¢ rozdziatéw charakter pomocniczy (Streszczenie, Abstrakt, Wykaz skrétéw, Wykaz rycin i
tabel, Literatura, Dorobek naukowy Autora). Dodatkowy podzial rozdzialow ,,Wstep”, »Materiaty i metody” i

»Wyniki” na wiele podrozdzialow sprawia, ze praca jest przejrzysta i czytelna. Rozprawa zostata opracowana



szczegdlowo i starannie, zardéwno pod wzgledem naukowym, jak tez graficznym, dzigki czemu czytalo si¢ jg z
duza przyjemnoscia.

Rozdzial ,,Wstep” (38 stron) jest obszernym opisem cech charakterystycznych P. aeruginosa oraz
nowych alternatywnych strategii w walce z zakazeniami wywotanymi przez szczepy tych bakterii. Doktorantka
opisala szczegdlowo najwazniejsze czynniki wirulencji (j. struktury powierzchniowe - LPS, fimbrie, rzeske,
pili, substancje wydzielane poza komérke (tj. barwniki, siderofory i enzymy) oraz zdolno$é ruchu, adhezji i
tworzenia biofilméw. W dalszej czeéci tego rozdzialu Doktorantka scharakteryzowala nowoczesne metody
zwalczania zakazefh wywotanych P. aeruginosa, oparte na nanotechnologii i wykorzystaniu antybakteryjnych
wlasciwosci jondw metali. Sposrod réznych materialéw, hydroksyapatayt wapnia (HAp), bedacy zwigzkiem
naturalnie wystepujagcym w organizmie czlowieka (jako skiadnik kosci i zebow), jak tez jego modyfikacje za
pomocy réznych podstawnikéw, sa najbardziej obiecujacym materiatem do zastosowania w medycynie.
Doktorantka opisala szczegétowo aktualny stan wiedzy w tym temacie z cytowaniem licznej literatury (facznie
210 prac), co stanowito bardzo dobre wprowadzenie do cze$ci eksperymentalnej rozprawy doktorskie;.

Cel rozprawy zostal sformutowany bardzo jasno i precyzyjnie. Doktorantka postanowita zbadaé
aktywno$¢ biologiczng jonéw lantanowcdw i jonow przejsciowych w formie wolnej oraz jako domieszek w
réznych formach nanohydroksyapatytu wobec wybranych szczepow wzorcowych i klinicznych P. aeruginosa.
Cel ten byt bardzo ambitny i szeroko zakrojony, lecz mimo tego osiggnieto go w pehi, konsekwentnie
realizujac powigzane ze sobg zadania badawcze.

Rozdzial ,Materialy i metody” (29 stron) — ta czg$¢ rozprawy zostala opisana przez Doktorantke
rowniez bardzo doktadnie i wyczerpujaco, co pozwoliloby czytelnikowi na odtworzenie przeprowadzonych
analiz. Bardzo precyzyjnie i drobiazgowo zostaly opisane stosowane szczepy i biomateriaty, jak tez metody i
techniki badawcze. Na podkreslenie zastuguje bogaty warsztat metodyczny Doktorantki oraz ogromna liczb
zwigzkow, ktore zostaly poddane analizom.

Podobnie rozdzial ,,Wyniki” jest bardzo obszerny (60 stron); zostal przygotowany przez Doktorantke
bardzo szczegdlowo i bogato ilustrowany licznymi rycinami (50) oraz tabelami (18). Uzyskane wyniki opisano
drobiazgowo w dwéch obszernych podrozdziatach. Ponadto, szczegdtowe wyniki, ktére byly uzupeieniem
danych zawartych w gtéwnej czgsci rozprawy dofaczono w formie ,Materialow dodatkowych” na koncu
pracy. Uwazam to za bardzo dobre rozwigzanie, ktére zwigksza przejrzystosé pracy i ulatwia analize danych.

Pierwsza czes¢ rozdziatu ,,Wyniki” zawiera rezultaty badan dotyczacych aktywnosci biologicznej
wolnych jondw lantanowcéw i jonéw metali przejéciowych. Ze wzgledu na znane z literatury informacje
czgstego wykorzystywania lantanowcéw jako domieszek w nanomateriatach z potencjatem zastosowania w
implantologii, Doktorantka na wstgpie swoich badan sprawdzita wplyw tych jonéw na wzrost i wirulencje
dwoch szczepow wzorcowych P. aeruginosa (PAO1 i ATCC278530) oraz kilku szezepéw klinicznych,
Okreslono wartosci minimalnych stgzen hamujacych wzrost tych bakterii (MIC) przez 13 jonéw Ln**, stosujac

Jako parametry: stopien zmetnienia hodowli (ODeoo) i CFU/ml. Warto$¢ MIC dla wszystkich badanych jondw



Ln*" ustalono na 500 pg/ml. Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy aktywnoécia poszczegodlnych jondw,
jak tez pomiedzy szczepami PAO! i ATCC27853 w obecnodci nizszych stezedi tych jondw (tj. 250 pg/ml =0,5
MIC i 125 pg/ml=0,25 MIC). Stad, w dalszych etapach badan Doktorantka stosowala juz konsekwentnic te
stezenia subinhibicyjne jonéw Ln*". W kolejnym etapie badan sprawdzono wplyw tych jonéw na tworzenie
biofilmu przez szczepy PAOI i ATCC27853, stosujgc metode z fioletem krystalicznym i obrazowanie z
wykorzystaniem barwnikow specyficznych dla zywych i martwych komérek (zestaw LIVE/DEAD) oraz
mikroskopu konfokalnego. Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez ten patogen jest powaznym utrudnieniem w jego
eliminacji z organizmu cztowieka. Stad, ten aspekt badan uwazam za szczegdlnie istotny. Doktorantka
poczynifa bardzo wazne obserwacje w tym zakresie, potwierdzajac ze bakterie P. aeruginosa wytwarzaja
znacznie wigksze ilosci biofilmu w obecnosci jonéw lantanoweow (250 pg/ml - 0,5 MIC), ktory jest wickszej
grubosci w poréwnaniu do biofilmu tworzonego w warunkach kontrolnych. Zaobserwowano tez réznice
miegdzy testowanymi jonami. Najwigcej biofilmu powstawalo w obecnosci jondw Eu®*, Tb**, Dy*', Ho'*, Er’*,
Tm?*. Zaobserwowano jedynie niewielkie réznice miedzy szczepami. Co ciekawe, komérki bakterii w tych
biofilmach byly w ogromnej wiekszosci zywe, co wskazuje na brak negatywnego wplywu tych metali na
zywotnos¢ P. aeruginosa w badanych warunkach. Do tej czedci badafn mam pytanie do Doktorantki, czy byt
brany pod uwage aspekt prawdopodobnic zwiekszonej produkeji zewnatrzkomérkowego polisacharydu
(alginianu) w obecnosci jonow badanych metali, jak ma to miejsce w przypadku innych bakterii oraz metali?
Egzpolisacharydy stanowig zwykle znaczacy skfadnik matrix biofilmu i chronig bakterie w nim zawarte przed
szkodliwymi czynnikami $rodowiskowymi. Czy znane sa dane literaturowe wskazujace na protekcyjng role
tego polisacharydu u P. aeruginosa wobec toksycznych warunkéw panujacych w obecnosci jondéw metali?
Prositabym Doktorantke o komentarz w tej kwestii.

W dalszej czesci pracy Doktorantka scharakteryzowala wiasciwodci powierzchniowe komérek P.
aeruginosa (tj. hydrofobowos¢, fadunek powierzchniowy, przepuszczalno$é blon), w celu wyjasnienia przyczyn
tworzenia zwigkszonej ilodci biofilméw w obecnosci jonéw Ln**. Te cze$¢ badari prowadzono juz na 5§
wybranych (4., Ce**, Er’", Eu®*, Gd*', Yb™) sposréd 13 jonéw Ln*', dla ktorych uzyskano najwieksze réznice
w stosunku do proby kontrolnej. Doktorantka wykazala znaczace zwiekszenie hydrofobowosci komorek PAO1
i ATCC27853 w obecnosci 0,5 MIC lantanowcéw (statystycznie istotne roznice dla Er** i Yb®"). Kolejnym
waznym spostrzezeniem bylo wykazanie wzrostu potencjatu zeta w obecnosei jondw tych metali (szczegélnie
Er’, Eu*" i Gd™) oraz zmniejszenia przepuszczalnosci oslon komorkowych (w przypadku PAO!1 dla
wszystkich jonéw, dla ATCC27853 tylko w obecnosci Er*'i Yb’"). W zwigzku z tym, chciatam zapytaé
Doktorantke czy zmiana wiasnosci powierzchniowych komorek P. aeruginosa mogla byé spowodowana
zmiang ilosci lub struktury polisacharydéw powierzchniowych (np. alginianu czy LPS) syntetyzowanych w
obecnosei jondw lantanowedw? W mojej ocenie za ten efekt, przynajmniej w pewnym stopniu, moga byé
odpowiedzialne zewnatrzkomoérkowe i/lub powierzchniowe polisacharydy. Warto w przysztoéci rozszerzyé

badania o ten watek badawczy.



W kolejnych etapach pracy Doktorantka sprawdzia wplyw lantanowcéw (0,25 i 0,5 MIC) na poziom
produkeji trzech wybranych czynnikéw wirulencji wydzielanych do $rodowiska przez P. aeruginosa (1j.
piocyjaniny, piowerdyny i elastazy). W tych badaniach zastosowano techniki spektroskopowe i pomiary
bezposrednie oraz wspélczynnik wzgledny RVF odnoszacy sie do gestosci hodowli (CFU/ml). Co ciekawe,
Doktorantka zaobserwowata duze réznice w przypadku produkeji piocyjaniny pomiedzy szczepami PAOT i
ATCC27853. W warunkach kontrolnych PAOI produkowal piocyjaning na zacznie wyzszym poziomie od
ATCC27853 i poziom tej syntezy istotnie obnizat sie w obecno$ci wszystkich badanych jonéw Ln*". Obecnoéé
tych jonow jedynie w nieznacznym stopniu powodowata zwigkszenie syntezy piocyjaniny u ATCC2785 i efekt
ten byt zalezny od stezenia oraz rodzaju uzytego jonu metalu. Jony lantanowcéw (w stezeniu 0,5 MIC)
powodowaly takze zwigkszenie aktywnosci elastazy w hodowlach obu szczepéw. Natomiast w przypadku
piowerdyny, sideroforu zdolnego do fluorescencji i wiazacego jony metali (111), nie udalo si¢ jednoznacznie
okresli¢ wptywu jonéw Ln*" na poziom produkcji tego zwiazku, ze wzgledu na problem metodyczny
wynikajacy z chelatowania tych jonow. W mojej ocenie, dodatkowym potwierdzeniem tych wynikéw bytaby
analiza ekspresji genéw markerowych, odpowiedzialnych za synteze wybranych czynnikéw wirulencji w
obecnosci lantanowcéw, takich jak: piowerdyna, piocyjanina, elastaza czy proteazy. Czy Doktorantka
planowala takie eksperymenty lub moze znane sa juz takie dane literaturowe? Moje pytanie dotyczy tez proteaz,
dlaczego nie zbadano wplywu jonéw lantanowcéw na produkcje tych enzyméw, skoro wiadomo, ze sa to
bardzo wazne czynniki wirulencji tych bakterii?

Kolejna bardzo wazng cecha P. aeruginosa zbadang przez Doktorantke byla zdolno$é ruchu.
Scharakteryzowano tizy typy ruchliwosci komérek pod wptywem obecnodci pigciu jondw (Ce®, Er*", Eu®,
Gd*, Yb™) w stezeniu 0,5 MIC. W przypadku ruchu typu ,swimming motility”, zaobserwowano istotne
zmniejszenie ruchliwosci komérek obu szczepéw w agarze zawierajacym badane jony. Najwieksze réznice
wykazano dla Eu*, Yb* Er', w zaleznosci od szczepu i testowanego wariantu. Réwniez w przypadku
siwiching motility” zaobserwowano obnizenie ruchliwosci komérek w obecnosci niektérych jonow Ln®* (Eu?
dla PAOI, dodatkowo Gd* i Ce™ dla ATCC27853), ale réznice byly znacznie mniejsze od tych wykazanych
dla ,.swimming motility”. W przypadku ,,swarming motility” zaobserwowano zmiang ksztaltu wzrostu z typu
»circular” na ,flower-like” i zwigkszenie strefy wzrostu bakterii w obecnosci jonéw w podtozu. Ten efekt byt
najbardziej widoczny dla jonéw Ce’" oraz Eu®*.

Doktorantka z duzg konsekwencja prowadzita dalsze badania majace na celu ustalenie czy obecnogé

jonéw Ln®

wplywa na skutecznos¢ antybiotykéw wobec P. aeruginosa. Do tych badan wybrano dwa
antybiotyki o odmiennym mechanizmie dziatania, tj. ciprofloksacyne i gentamycyne oraz caty zestaw 13 jondw
Ln*". Doktorantka uzyskata bardzo ciekawe i wazne wyniki wskazujace, ze dodatek jonéw Ln*" w stezeniu 125
1 250 pg/ml powodowat obnizenie efektywnosci dziatania testowanych antybiotykow i obserwowany efekt ten
byt zalezny od rodzaju jonu, jak tez typu antybiotyku (maksymalnie 4-krotny wzrost MIC leku). Zastosowane

inne podejscie metodyczne przez Doktorantke i obliczenie wartosci frakcyjnych stezen hamujacych (FIC) dla
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szczepdw referencyjnych oraz kilku izolatow klinicznych potwierdzito antagonistyczne dziatanie jonow
lantanowcow (wartos¢ FIC powyzej 4) w przypadku ATCC27853 i 250 pg/ml jondw Ce*' , Gd** oraz Eu®* dla
ciprofloksacyny oraz wobec pigciu sposréd szedciu badanych szezepdw klinicznych w obecnosei jonow Gd**,
Er’, Yb* dla gentamycyny. Obserwacje poczynione przez Doktorantke sa bardzo wazne w kontekécie
skutecznosci antybiotykoterapii, w sytuacji stosowania jonéw lantanowcéw w biomaterialach medycznych. W
celu uzyskania kompleksowych wynikow, sprawdzono toksyczno$é jonéw lantanowcéw wobec komorek
eukariotycznych z uzyciem standardowego testu hemolizy i erytrocytéw. Nie zaobserwowano wycieku
hemoglobiny z krwinek przy zadnym z badanych stezei jondw, natomiast zaobserwowano zmiany w
morfologii krwinek, widoczne jako fuzja erytrocytoéw (aglomeraty komérek w rozmazie krwi).

W kolejnym etapie badaft Doktorantka rozszerzyta swoje badania o aspekt jondw metali przejéciowych
(srebra, miedzi i cynku). W tym celu okreslita aktywno$¢ antybakteryjng tych jonéw wobec P. aeruginosa,
majac w planach wzbogacenie nanoapatytéw zawierajacych wybrane jony Ln** dodatkowo o jony srebra,
miedzi i cynku. Najwyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna zaobserwowano dla jonéw Ag* (MIC od 1,25 do 10
png/ml w pozywcee petnej i od 0,00625 do 0,125 pg/ml w pozywce minimalnej). Znacznie wyzsze wartosci MIC
uzyskano dla jonéw Cu** (240-740 pg/ml w bogatej i 5-100 ug/ml w minimalnej pozywce) oraz Zn>* (od 250 do
>1000 w pelnej i od 160 do >1000 pg/ml w minimalnej pozywce). Te eksperymenty byty wstepem do dalszych
badan, ktorych celem byto okreslenie aktywnosci biologicznej nowych materiatow, tj. pochodnych
hydroksyapatytéw domieszkowanych lub wspéldomieszkowanych jonami Cu*' i Eu** wobec P. aeruginosa
oraz sprawdzenie ich wptywu na komoérki eukariotyczne. Doktorantka wykazala, ze jony te wplywaja
negatywnie na wzrost P. aeruginosa, ale ich dziatanie najprawdopodobniej nie ma efektu addycyjnego lub ma
Jedynie bardzo staby. Najwigksze zahamowanie wzrostu zaobserwowano dla stezen 125 pg/ml Eu®* i 25 pg/ml
Cu*" (0,5 MIC). Doktorantka zaobserwowata takze niespodziewane, a bardzo ciekawe zjawisko formowania sie
osadu w formie ptatkéw w pozywce zawierajacej jony Eu*', na ktorych tworzy! sig biofilm podczas hodowli
bakterii.

Podsumowujac, w pierwszej czgsci rozdziatu ,,Wyniki”, mgr J. Rewak-Soroczynska opisata bardzo
bogaty zestaw danych, dotyczacy wplywu jondw lantanowcéw i metali przejéciowych na bakterie P.
aeruginosa w formie planktonicznej oraz w postaci biofilmu. Dane te byly niezbedne do zaprojektowania
dalszych eksperymentéw, majacych na celu opracowanie nowych form hydroksyapatytow HAp
domieszkowanych lantanowcami i metalami przej$ciowymi, ktére okazatyby si¢ wysoce skuteczne wobec P.
aeruginosa.

W drugiej czgsei rozdziatu ,Wyniki” Doktorantka zawarla obszerny i szczegétowy opis wynikow
obejmujacych charakterystyke aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec P. aeruginosa réznych form HAp
domieszkowanych lantanowcami i metalami przejéciowymi. Na podkreslenie zastuguje fakt przebadania przez
Doktorantke facznie bardzo duzej liczby roznych form materialéw o strukturze apatytu: koloidéw, tabletek,

hydrozeli oraz kompozytéw z dodatkiem PTFE, domieszkowanych jonami Ag*, Cu®* i Zn?* (lacznie trzy grupy
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materialéw). Wigkszos¢ tych materialow zostala zaprojektowana, wytworzona i scharakteryzowana wczesniej
pod wzgledem wiasnodci fizyko-chemicznych przez zespot Profesora Rafata Wiglusza. Pierwsza grupa
obejmowala dwie serie materiatow: serig hydroksyapatytow domieszkowanych réznymi stezeniami molowymi
jonow srebra (Ag":HAp - 1; 2,5 i 5 mol%), badang w formie koloidéw oraz serie PTFE@Ag" :HAp, w skiad
ktorych  wchodzity kompozyty wytworzone z poli(tetrafluoroetylenu (PTFE) i hydroksyapatytow
domieszkowanych 5 i 10 mol% Ag" (badane w formie tabletek). Druga seria materiatéw (Zn?"/Sr*":HAp_Si)
zostata juz wytworzona osobiscie przez Doktorantke i obejmowata zwigzki réznigce sie zawartoscia cynku (0,5-
3,5 mol%) i liczbg grup krzemianowych (SiOs), ktére wprowadzono zamiast grup fosforanowych. Badania
dotyczace tej grupy materialow okazaly si¢ bardzo obiecujace, czego efektem bylo uzyskanie patentu
Pat.242895, potwierdzajgcego aktywnos¢ materiatdéw krzemowych domieszkowanych jonami Ag' wobec
patogenéw grzybowych. Doktorantka jest wspolautorem tego patentu oraz publikacji zawierajacej badania
wstgpne dotyczace materiatow z serii Zn*'/Sr*:HAp_Si (Rewak-Soroczynska et al. 2022). Trzecia serie
stanowity materiaty Zn*"/Cu?":HAp domieszkowane i wspétdomieszkowane jonami cynku i miedzi, ktérych
scharakteryzowanie miato dostarczyé informacji, jak zmieniaja sic ich whasciwoéci w pordwnaniu z
materiatami domieszkowanymi tylko jednym z jonéw (badano koloidy, tabletki i dodatkowa forme — hydrozel).
Charakterystyka fizyko-chemiczna tych form materialéw i ich wlasnosci antybakteryjne w stosunku do réznych
mikroorganizméw patogennych zostaly opublikowane w pracy Sobierajska et al. 2021a. Natomiast w
przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej zawarto wyniki dotyczace wylacznie bakterii P. aeruginosa. Ta
czg$¢ wynikow w mojej ocenie ma bardzo duza warto$é aplikacyjng, co moze w przysziosci zaowocowaé
zastosowaniem tych zwiazkéw lub ich zmodyfikowanych pochodnych w medycynie czy weterynarii. W
przypadku jonéw Ag’, wykazano ich bardzo duza skuteczno$é w redukcji liczby bakterii w hodowli plynnej
przy zastosowaniu roznych form apatytéw domieszkowanych tymi jonami (najbardziej skuteczne okazaly sie
tabletki). W przypadku materiatléw drugiej serii (Zn?'/Sr*:HAp_Si) wykazano réwniez aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa, cho¢ efekt ten byt duzo stabszy w poréwnaniu do materiatéw zawierajacych Ag'.
Najlepsze rezultaty osiggnigto dla materiatu zastosowanego w stezeniu 100 pg/ml, ktory zawierat 3,5 mol%Zn?*
i 5 grup krzemowych. Wyniki uzyskane dla trzeciej serii materiatéw (Zn™/Cu*":HAp) okazaly sie rowniez
bardzo obiecujgce. Doktorantka potwierdzita znaczace zwigkszenie skutecznodci materiatow wzbogaconych o
jony miedzi w eliminacji P. aeruginosa wystepujacych w badanym srodowisku, gdyz wykazata, ze liczebnogé
tych bakterii spadata znaczaco (az o 4-log) w obecnosci zawiesin koloidalnych nanoczasteczek materiatow
domieszkowanych i wspotdomieszkowanych Cu®*. Takiego efektu nie zaobserwowano w przypadku jondéw
Zn™". Ponadto, wykazano znaczne réznice w aktywnosci antybakteryjnej formy koloidalnej (bardzo silny efekt)
i eluatéw uzyskanych z hydrozeli (znacznie stabszy efekt). Analiza mikroskopowa (jasnego pola, SEM, CLSM)
oddzialywan P. aeruginosa z koloidami nHAp:Zn**/Cu*" wykazala, ze w tym przypadku komérki bakteryjne
pozostaja w bezposrednim kontakcie z nanoczasteczkami i ich aglomeratami, czego nie obserwowano w

przypadku eluatow z hydrozeli. Wykazano tez zmniejszenie ilosci bakterii w biofilmie na powierzchni tabletek



oraz hydrozeli z materialu zawierajacego jony Cu** oraz Cu*" i Zn*', co bylo spowodowane zmniejszong
adhezja bakterii do powierzchni tabletek.

W ostatniej czgsci wynikow opisano obszernie wyniki badan dotyczace aktywnosci biologicznej
hydroksyapatytow domieszkowanych i wspoldomieszkowanych jonami Eu®" i Cu*'. Badania te wpisuja sic
znakomicie w bardzo popularny w ostatnim czasie trend dotyczacy materialéw wspétdomieszkowanych. Jon
europu (Eu’™) jest bardzo czesto wprowadzany do matrycy hydroksyapatytowej ze wzgledu na jego wysoka
zdolnos¢ do emisji luminescencji. Wiasnosci fizyko-chemiczne tych materialéw zostaly juz wstepnie
scharakteryzowane i opublikowane w dwoch pracach, ktérych mgr Justyna Rewak-Soroczyniska jest
wspotautorem. W tej rozprawie przedstawiono natomiast wlasnosci biologiczne tych materiatéw otrzymanych
dwoma sposobami: drogg straceniowa (P) (9 zwiazkow) oraz droga hydrotermalng (H) (9 zwiazkéw) i
poréwnano ich skutecznoé¢. W rozdziale ,,Wyniki” przedstawiono dane uzyskane dla materialéw o najwyzsze]
zawartosci jonow (5 mol%), natomiast w ,,Materialach dodatkowych” wyniki uzyskane dla pozostatych
materialéw z tej serii. Doktorantka otrzymata bardzo cenne i kompleksowe wyniki. Okreslita rzeczywista
zawarto$¢ jonéw Eu’" i Cu®* w badanych nanomateriatach, uwalnianie tych jonéw z matryc w pozywkach do
hodowli bakterii i komorek eukariotycznych, jak tez ich aktywnosé przeciwbakteryjng wobec P. aeruginosa.
Wykazata aktywnos¢ obu wersji materiatéw (P i H) o zawartosci 5 mol%Cu?" wobec szczepu PAO] (po 24
godz. hodowli) oraz materialu wersji P zawierajgcego 5 mol%Eu®" i Cu?'. W przypadku szezepu ATCC27853
wszystkie 8 testowanych wariantéw wykazywaty dziatanie antybakteryjne w poréwnaniu z kontrolg. Nastepnie
efektywnos$¢ dzialania tych materialéw zostata sprawdzona na biofilmach tworzonych przez P. aeruginosa.
Doktorantka poddata szczegétowej analizie biofilmy tworzone w kulturach bakterii zawierajacych badane
warianty HAp i wykazata réznice migdzy seriami P i H (gléwnie w przypadku materiatu zawierajacego
domieszki obu jonéw). Baktetie tworzyly duze agregaty ztozone z zywych i martwych komérek bakterii
podczas uzycia materiatu z serii P, natomiast w obecnosci materiatu typu H zawierajacym najwyzsze stezenie
obu metali (5Smol%) wykazano najwyzsza czerwong fluorescencje, $wiadczaca o obecnosei licznych martwych
komorek. Konsekwentnie prowadzono te badania, ktérych celem bylo sprawdzenie cytotoksycznosci
testowanych materialow. Analizy wykonano z uzyciem erytrocytéw oraz osteoblastéw i zaobserwowano
nieznaczna, choé¢ statystycznie istotng cytotoksyczno$é w stosunku do erytrocytow (tj. wyciek hemoglobiny i
agregacje komorek) oraz obnizenie zywotnosci osteoblastéw. Zmniejszenie zastosowanego stezenia materiatu
do 1 mg/ml znacznie zredukowato ich toksyczno$é. Istotny spadek przezywalnosci komorek zaobserwowano w
obecnosci materialéw otrzymanych metodg H, o zawartosci 5mol% Eu®*, 5mol%Eu®/5mol%Cu®* oraz
5mol%Cu®*.  Zdaniem Doktorantki zaobserwowane réznice w cytotoksycznosci wobec komdrek
eukariotycznych wynikaja prawdopodobnie z réznic w uwalnianiu jonéw metali z materiatéw tworzonych
drogg P i H (gdyz zaobserwowano wigksze uwalnianie z H niz P). Podsumowujgc te cze$é badan, uwazam ze
Doktorantka przeprowadzita kompleksowe analizy, ktére s3 niezbedne aby dany material uznaé za skuteczny w

ograniczaniu wzrostu bakterii patogennych, a z drugiej strony za bezpieczny i nietoksyczny dla organizmu
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czlowieka. Z tych powodéw, za najwazniejsze osiggniecia Doktorantki z tej cze$ci badan uwazam wykazanie,
ze (i) dodatek jonow Eu'" do hydroksyapatytow domieszkowanych jonami Cu** modyfikuje aktywnos$é
antybakteryjng tych materiatow; (ii) adhezja bakterii do materialu w postaci tabletek jest staba ze wzgledu na
ich gladka powierzchnie, a nie wlasciwosci chemiczne materiatu; (iii) aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa i
cytotoksyczno$¢ materialéw zalezy od ilosci uwolnionych z matrycy jonéw (materialy uzyskane droga H
wykazywaly wigksza toksycznosé wobec bakterii i bylo to zwigzane z ilogcig wbudowanych i uwalnianych z
nich jonéw); (iv) sktad ptynu, w ktérym znajduje si¢ material ma istotny wplyw na ilo§¢ uwalnianych jonéw;
(v) wszystkie badane nanomateriaty nasilaty uwalniane hemoglobiny z erytrocytéw i ten efekt postepowat w
czasie, a materialy domieszkowane jonami miedzi dodatkowo powodowaly przeksztalcanie hemoglobiny w
methemoglobing. Wszystkie te obserwacje sg bardzo wazne w kontekscie przysziego zastosowania testowanych
materialow w medycynie i pokazujg jak trudna jest droga do osiagnigcia tego szczytnego celu. Tym bardziej
nalezy doceni¢ wysitek wlozony przez Doktorantke w prowadzone badania, Jej pracowitosé, wytrwalogé i
konsekwencjg¢ w osigganiu zamierzonych celéw.

Z obowigzku recenzenta mam kilka drobnych sugestii odnosnie pracy, ktore jednak w zadnym stopniu
nie wplywaja negatywnie na moja ogoélng bardzo dobra ocene tej rozprawy. Pierwsza sugestia dotyczaca
prezentowanych wynikéw, w moim odczuciu dobrze byloby zachowaé konsekwentne stosowanie stezert
zwiazkéw w postaci MIC lub pg/ml lub podawanie obu wartosci jednoczesnie, gdyz na rycinach podawano
wartosci w pg/ml, podezas gdy w tekscie opisywano te wartosci jako MIC. Druga sugestia dotyczy organizaciji
tekstu w jednym z bardzo dtugich rozdzialéw, dobrze byloby rozdzieli¢ ten rozdzial na kilka mniejszych
podrozdziatéw, zawierajacych opis wplywu lantanowcédw na (i) wzrost i zywotnos¢ komérek oraz tworzenie
biofilmu, (ii) wlasnosci powierzchniowe, (iii) produkcje piocyjaniny piowerdyny i elastazy oraz (iv) ruchliwosé
komorek. Trzecia uwaga dotyczy stosowania poje¢ pozywka/podtoze/medium. W przypadku ptynnej hodowli
powinno uzywa¢ sig¢ pojecia ,pozywka”, a pozywka zestalona agarem to ,podioze”. I jeszcze sugestia
dotyczaca zbyt matych liter w legendach wielu rycin, co utrudniato analize wynikow, warto to zmieni¢ podczas
przygotowywania manuskryptu do publikaciji.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze mgr Justyna Rewak-Soroczynska w ramach tej dysertacji
uzyskata wiele bardzo warto$ciowych wynikéw o duzym potencjale aplikacyjnym, dotyczacych réznych
modyfikacji nanomaterialéw na bazie hydroksyapatytu i ich aktywnoséci antybakteryjnej wobec P. aeruginosa.
Na postawie rozdzialéw ,Dyskusja” oraz ,,Wnioski” mozna bylo uzyskaé glebokie przekonanie o duzej
dojrzatosci naukowej Doktorantki, bardzo dobrej znajomos$ci aktualnego stanu wiedzy w obszarze
prowadzonych przez Nig badan, jak tez krytycznemu spojrzeniu wobec uzyskanych przez siebie wynikow w
kontekscie innych danych literaturowych, jak tez mozliwosci ich praktycznego wykorzystania. Ponadto,
cheiatabym pokresli¢ szeroki zakres prac przeprowadzonych przez mgr Justyne Rewak-Soroczynska, ztozonosé
i czasochtonno$¢ wykonanych eksperymentéw z uzyciem wielu materialow oraz szczepOw bakteryjnych.

Dzigki duzemu zaangazowaniu, Doktorantka zgromadzita bardzo duza ilosé warto$ciowych wynikéw oraz
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poczynita wiele ciekawych obserwacji, ktre przyczynity si¢ do zwigkszenia naszej wiedzy na temat whasnosci
i aktywnosci biologicznej nanomaterialéw na bazie hydroksyapatytow wspotdomieszkowanych jonami

lantanowcow oraz jonami metali przej$ciowych.

Whniosek koricowy

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Rewak-Soroczynskiej
spelnia warunki okreslone w art. 187 ust.1-4 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyiszym i Nauce (Dz.U. 2018
poz. 1668 z p6in. zm.) ze wzgledu na: (i) aktualny i bardzo wazny problem naukowy, ktérego rozwigzanie jest
istotne dla zwigkszenia efektywnosci obecnie stosowanych materialéw wszepiennych w  kontekscie
ograniczania wzrostu bakterii patogennych P. aerugionosa, (ii) dostarczenie nowej wiedzy dotyczacej
aktywnosci antybakteryjnej jonow lantanowcoéw i jondéw metali przejsciowych w stanie wolnym oraz
zwigzanych w nanomateriatach, (iii) zsyntetyzowanie i scharakteryzowanie nowych zwiazkéw o potencjalnych
zastosowaniach medycznych, wykazujacych aktywnos$é antybakteryjng wobec P. aerugionosa. Uwazam, ze
Doktorantka udowodnita, ze jest przygotowana do rozwigzywania wieloaspektowych zadan badawczych i w
petni opanowata warsztat badawczy, niezbedny do rozwiazywania probleméw w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. W zwigzku z powyzszym, skladam wniosek do Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
we Wroclawiu o dopuszczenie Pani mgr Justyny Rewak-Soroczynskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na szeroki zakres prowadzonych badan, bardzo bogaty material do analiz, duza
roznorodnos¢ stosowanych technik i metod badawczych, jak tez uzyskanie nowatorskich wynikéw majacych
charakter poznawczy i aplikacyjny, z ktérych znaczna czes¢ zostala juz opublikowana w renomowanych
czasopismach z badanego obszaru i zostala objeta ochrong patentows, uwazam te rozprawe za bardzo
wartosciowa i wnoszg¢ o jej wyroznienie stosowng Nagroda przez Rade Naukowg Instytutu Immunologii i

Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.
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