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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Bauer zatytutowanej ,,Proba zastosowania peptydow
przeciwdrobnoustrojowych w prewencji infekcji bakteryjnych zwigzanych z wykorzystaniem
biomateriatéw” przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Wojciecha Kamysza

Postep medycyny oprocz mozliwosci leczenia choréb, ktore jeszcze dekady temu byty
postrzegane jako $miertelne, oprécz polepszenia dobrostanu pacjentéw i przedtuzenia dtugosci zycia,
paradoksalnie przyczynit i przyczynia si¢ do powstawania nowych probleméw zdrowotnych, a nawet
nowych jednostek chorobowych, ktére najbardziej uwidaczniajg si¢ w krajach, w ktorych opieka
medyczna jest na wysokim poziomie. Zjawiskiem jednoznacznie zwigzanym z postepem medycyny
jest oporno$é mikroorganizmdw na stosowane chemoterapeutyki.

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie mozliwosci zastosowania
wybranych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych do modyfikacji powierzchni hydrozelowych
soczewek kontaktowych oraz cewnikéw silikonowo lateksowych do zapobiegania tworzenia na ich
powierzchni biofilmoéw bakteryjnych.

Cecha pracy zashugujacag na wyrdznienie jest jej interdyscyplinarnosé, ktora umozliwila
przeprowadzenie kompleksowych badaf i uzyskanie wartosciowych wynikéw. Synteze badanych
peptydéw Doktorantka przeprowadzita samodzielnie, przeprowadzita ich identyfikacje oraz oczyscita
je. Oczyszczone peptydy sprawdzila z uzyciem techniki HPLC oraz spektrometrii mas. Aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa wybranych przez Doktorantke peptydow wobec planktonowych form byta
sprawdzana zgodnie z wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute. Dobrze, ze do badan
Doktorantka wybrata certyfikowana metode, zastanawia mnie jednak dlaczego Doktorantka nie
wykorzystala protokotéw opracowanych przez European Committee on Antimicrobial Activity
Testing? Dalsze badania obejmowaly wyznaczanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej peptydow
wobec dojrzatego biofilmu, badanie aktywno$ci przeciwadhezyjnej. Wartosciowym efektem tych
badan poza wynikami jest opracowanie protokotu wyznaczania aktywnosci peptydow w stosunku do
biofilmu. Analiza wynikéw wskazala na wysoka aktywno$¢ peptydow Palm-KK-NH;
przeciwdzialajacg tworzeniu biofilmu przez S. epidermidis i E. coli, Palm-KR-NH,, Palm—RKKK-
NH, i K-Dap(Palm)-K-NH, przez S. epidermidis oraz K-Om(Palm)-K-NH, na S. aureus i8S
epidermidis. Aktywno$¢ badanych peptydow przeciwko tworzeniu biofimu przez P. aeruginosa byta
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poréwnywalna z stosowang w lecznictwie p olimyksyng B. W przypadku badafi dotyczacych
zwalczania dojrzalego biofilmu utworzonego przez S. aureus peptydem charakteryzujacym si¢
najwicksza aktywnoscig okazat si¢ Palm-KKNH,, przez S. epidermidis — Palm-KK-NHo, Palm-KR-
NH; i Palm-RKKK-NH,, przez E. coli — Palm-KK-NHa, Palm-KKKK-NHo, Palm-RKK-NH; i Palm-
KRK-NHa, a przez P. aeruginosa — Palm-KK-NH>, Palm-KR-NH,,Palm-KKKK-NH;, Palm-KRKK-
NH; i Palm-KRKK-NH,. Zwieficzeniem badan stuzacym wyborowi najbardziej obiecujgcych
peptydéw byto badanie ich toksycznosci w stosunku do ludzkich czerwonych krwinek oraz ich
wplywu na przezywalno$¢ komérek fibroblastow. Najmniej toksycznym z badanych lipopeptydow
okazal sie byé K-Om-(Palm)-K-NH, oraz K-Dap(Palm)-K-NHz. Kolejnym etapem badan byla
modyfikacja powierzchni cewnikoéw i soczewek kontaktowych. Wybor wiasnie tych materialow jest
uzasadniony — nie do$¢, ze kolonizacja tych wlasnie wyrobow medycznych moze by¢ przyczyng
zakazefi, to jeszcze maja one réznych charakter chemiczny i cechuje je r6zne wiasnosci fizyczne. W
celu sprawdzenia obecnosci badanych zwiazkéw na powierzchni badanych biomateriatow
Doktorantka z powodzeniem zastosowata technik¢ ATR-FTIR. Do badan wlasciwosci
antybakteryjnych zmodyfikowanych powierzchni soczewek Doktorantka wybrata Palm-KK-NH, 1 K-
Dap(Palm)-K-NH, oraz polimyksyne B jako kontrole. Uzyskane wyniki potwierdzity zmniejszenie
ilosci zywych bakterii w przypadku inkubacji w hodowli bakteryjnych cewnikow o zmodyfikowanej
powierzchni oraz zahamowanie wzrostu w przypadku inkubacji soczewek modyfikowanych Palm-
KK-NH; i K-Dap(Palm)-K-NH, w stezeniach juz od 16 pg/ml w przypadku bakterii Gram-dodatnich
i redukcje ilosci zywych komérek bakterii Gram-ujemnych w przez soczewki modyfikowane
peptydami o st¢zeniach od 64 pg/ml.

Cze$¢ teoretyczna rozprawy obejmuje na 42 stronach omoéwienie problemu biofilmu
bakteryjnego i jego wptywu na terapi¢ infekcji, metody zwalczania biofilmow bakteryjnych,
zapobieganie rozwojowi biofilmu na powierzchni materialéw medycznych oraz zagadnienia
zwiazane z biomateriatami i peptydami przeciwdrobnoustrojowymi. Na wyrdznienie zastuguje
rozdziat 5 czeSci pierwszej rozprawy, w ktérym Doktorantka opisuje  peptydy
przeciwdrobnoustrojowe.  Przytoczone w czgéci teoretycznej dane uzasadniaja podjecie
przedstawionej w rozprawie problematyki badawczej. W tym kontekscie wyjatek stanowig dane z
tabeli 4. Doktorantka przedstawita dane zgodnie z danymi literaturowymi z publikacji Veerachamy 1
wsp. (pozycja 53 w spisie literatury) z roku 2014 z czasopisma Proceedings of the Institution of
Mechanical Engineers - Part H: Journal of Engineering in Medicine. Nie do$¢, ze z zasady dane
epidemiologiczne zwigzane z problemem, ktory planuje si¢ rozwigzaé powinny by¢ jak najswiezsze,
to jeszcze w tabeli w zestawieniu rodzajow implantéw wraz z czynnikami etiologicznymi zakazeh z
nimi zwigzanych, w przypadku cewnikow urologicznych nie znalazta si¢ wybrana do badan
Escherichia coli, a jedynie S. epidermidis, K. pneumoniae, E. faecalis i P. mirabilis. Nie podaj¢ tutaj
w watpliwo$é wyboru E. coli do badan, a jedynie wyboru danych, ktére Doktorantka zdecydowata si¢
przedstawié. Podsumowujac przeglad 142 pozycji literaturowych zagwarantowat Doktorantce dobre
zrozumienie tematu badawczego i odpowiednie przygotowanie do planowanych i przeprowadzonych
badan, a co wiecej zostal odpowiednio wykorzystany w dyskusji wynikow.

W czegsei 11 cel pracy zostal przedstawiony w sposob jasny i trafny. Dodatkowo Doktorantka
przedstawila w nim zwiezle sposob rozwiazania problemu badawczego. W mojej opinii jest to bardzo

GDANSK UNIVERSITY OF TECHNOLOGY ul. G. Narutowicza 11/12 » 80-233 Gdarisk, Poland « Biuro Wydziatu tel.: +48 58 347-27-40, fax: +48 58 347-26-94
Faculty of Chemistry Dziekanat tel.: +48 58 347-13-45, fax: +48 58 347-23-40 - e-mail: dziekanat@chem.pg.edu.pl




dobry sposéb wprowadzenia do dalszej cze$ci rozprawy. Pewnym zaskoczeniem bylo dla mnie
wprawdzie zdanie ,,W przypadku soczewek kontaktowych wzieto takze pod uwage kwestie
ekonomiczne zwigzane Z konieczno$cia ich zakupu”. Prawdopodobnie Doktorantka chciala
przygotowaé czytelnikow rozprawy na ograniczong do minimum ilog¢ badan przeprowadzonych z
uzyciem soczewek. Jest to zaskakujace ze wzgledu na to, ze koszt soczewek w porownaniu do kosztu
cewnikow nie jest wysoki.

Cze$é trzecia opisujaca do$wiadczenia jest napisana W sposob pozwalajgcy na odtworzenie
przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentéw. Jest to niezwykle cenne i $wiadczy o
staranno$ci w przeprowadzaniu eksperymentow. Jednakze, w mojej opinii bytoby warto$ciowe
przedstawienie do$wiadczen na podstawie, ktorych Doktorantka wybrata peptydy do badan (,.ktore
wyselekcjonowatam na podstawie wezeéniejszych badan”). Watpliwosci budzi metoda do badania
wplywu wytworzonej powtoki na redukcje ilogci komorek bakteryjnych, ktore przytaczyly si¢ do
powierzchni. Do ,,odklejenia” bakterii Doktorantka uzyta tazni ultradzwickowej — skad pewnos¢, ze
sonikacja nie spowodowala dezintegracji komorek? W tym miejscu chciatabym rowniez zwrocié
uwage, ze warto§ciowym byloby zamieszczenie wszystkich wynikéw w formie aneksu; w pracy
zostaly przedstawione tylko chromatogramy uzyskane w wyniku analizy jednego, a nie wszystkich
badanych peptydow, dotyczy to réwniez innych badan. Niefortunne jest w mojej opinii stwierdzenie
,,Test powtarzatam do momentu uzyskania jednakowych wynikéw w 3 kolejnych powtorzeniach”.
Rozumiem, ze Doktorantka po prostu musiata osiaggna¢ bieglos¢ w przeprowadzaniu tych testow,
zanim osiagneta powtarzalne wyniki.

Cze$¢ czwarta zawierajgca omoéwienie wynikow bylta prawdopodobnie najwiekszym
wyzwaniem ze wzgledu na réznorodnosé przeprowadzonych badan i mnogo$¢ wynikow. Rozumiem,
7e zastosowanie przez Doktorantke formy bezosobowej przy wzmiance 0 wyznaczaniu warto$ci MIC
jest informacjg, ze to nie Doktorantka tg¢ czastke eksperymentow wykonywata. Przed publikowaniem
przedstawionych w rozprawie wynikow warto by byto powtdrzy¢ oceng wzrostu drobnoustrojow
pochodzacych hodowli, w ktorych inkubowane byty zmodyfikowane fragmenty cewnika. Metoda
zastosowana w trakcie realizacji pracy doktorskiej daje tylko zgrubne wyniki, lepiej bytoby
zastosowaé np. metode seryjnych rozcieiczen do oznaczania ilosci bakterii. Zastanawiam si¢ t€z, czy
nie nalezatoby sprawdzi€, czy modyfikacje soczewek nie wplywaja na ich funkcj onalnos¢.
Radzilabym réwniez wystrzegania sie kategorycznosci W formutowaniu posrednich wnioskow, w
przypadku, gdy ilos¢ przestanek nie jest odpowiednia — ,,analizujagc powyzsze wyniki mozna
stwierdzi¢, ze dlugo$é tancucha kwasu tluszczowego wplywa na aktywno$¢ zwigzkow. Sposrod
trzech badanych...” (str.82). Ponadto przedstawienie wynikow z Tabel 7, 8 i 9 w jednej, byloby
ulatwieniem dla czytajacych rozprawe.

Cze$é pigta zawiera dyskusje uzyskanych wynikow. Jest ona wartosciowym elementem pracy
i wskazuje na do$¢ znaczng dojrzato$¢ naukowa Doktorantki.

Niestety w czesci szostej Doktorantka przedstawita wnioski koncowe w sposob, ktory bez
zaznajomienia si¢ z trescia calej rozprawy doktorskiej nie odzwierciedla sukcesu, jakim niewatpliwie
zakonczyly si¢ badania.

Ponizej przedstawiam niektore z uchybien, ktore z racji petnionej funkcji musze wymienic¢, a
ktore nie maja wptywu na wartos$¢ recenzowanej rozprawy:
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- str. 6 — skréty uzywane po raz pierwszy powinny pojawia¢ sie w nawiasie po pelnej nazwie,

- str. 7 — skrét mySlowy ,, Wybrane zwigzki laczono z powierzchnia za pomoca inkubacii..”,

- str. 13 — ,zamieszczono na ponizej rycinie” — btad typograficzny,

- str. 70 — ,,skupilam si¢ na przede wszystkim na popularnosci” — powinno byé np. ,,powszechnosci”,
- str. 71 — ,,co ulatwia umozliwia”,

- str. 71 — skrét myslowy ,,W pierwszym etapie modyfikowatam powierzchnie (blad typograficzny)
cewnika przez inkubacje i na podstawie wynikéw wybratam trzy zwiazki”,

- str. 71 — skrét myslowy — ,,Aktywno$¢ modyfikacji...”

- str. 112 ,,..wcigz pozostajg szeroko rozwijang grupa zwiazkow..”,

- str. 115 — ,,dzialanie bakteriobojcze otrzymanych powierzchni”,

- str. 127 — brak orzeczenia w pierwszym zdaniu.

Reasumujgc bardzo wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng recenzowanej pracy, z powodu
wazkosci tematyki, odpowiednio dobranej metodyki oraz wiarygodnych wynikéw i ich wlasciwej
interpretacji. Doktorantka nie tylko zrealizowata cel pracy, jakim bylo zbadanie mozliwosci
stosowania peptydow w modyfikacjach powierzchni biomateriatéw w celu zapobiegania tworzenia
biofilmu, ale zdotata wytypowa¢ lipopeptydy, ktére mozna by bylo stosowaé do tego celu. Mam
nadziej¢, ze badania Doktorantki beda kontynuowane i zakoniczg sic wdrozeniem.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marty Bauer pt. ,,Proba zastosowania peptydoéw
przeciwdrobnoustrojowych w prewencji infekcji bakteryjnych zwigzanych z wykorzystaniem
biomaterialow” spelnia kryteria okre§lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz.
595) z pbzniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia z dnia 15 wrze$nia 2017 r. (Dz. U. 2017
r. poz. 1789.), zgodnie z Art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669). W zwiazku z powyzszym
przedkladam wniosek Wysokiej Radzie Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Marty Bauer do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Anna Brillowska-Dgbrowska
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