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rozprawy doktorskiej mgr Marty Pawlowskiej

pt. ”Antybakteryjne dzialanie nanoczastek metali wobec wybranych bakterii
stanowiacych typowa mikroflore gornych drog oddechowych”.

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Andrzeja Stanczaka
- Kierownika Zakladu Farmacji Aptecznej Wydzialu Farmaceutycznego UM w Lodzi

Znaczenie problematyki podje¢tej w recenzowanej rozprawie

Ze wzgledu na narastajacy problem lekoopormosci drobnoustrojow na dost¢pne opcje
terapeutyczne, w praktyce klinicznej poszukiwanie nowych mozliwosci stosowania
skutecznych terapii jest aktualnym podejmowanym tematem badawczym dla zapewnienia
dalszego skutecznego leczenia pacjentéw. Zwalczanie biofilmu i1 penetracja substancji
mikrobiologicznie aktywnych do miejsca dziatania jest jednym z wiekszych wyzwan
stawianych produktom przeciwdrobnoustrojowym. W przedstawionej do oceny pracy skupiono
si¢ wiec na ocenie aktywnosci serii formulacji opracowanych w skali laboratoryjnej na bazie
nanoczastek metali srebra i zlota o potencjale do zastosowania w leczeniu infekcji wirusowych
czy bakteryjnych jamy ustnej i nosogardzieli. Ocena opracowanego sktadu formulacji, w tym
substancji pomocniczych tj. promotory wchtaniania, czy dodatku sktadowych o udowodnionym
dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym tj. przetwory surowcow roslinnych, jako substancji o
potencjalnie synergistycznym dziataniu w stosunku do sktadnika aktywnego, pozwala
wyselekcjonowa¢ kompozycje o potencjale do wykorzystania w terapii stanéw zapalnych,
zmniejszajgc potencjal korzystania z czesto naduzywanych antybiotykéw, tym samym
wpisujgc sie¢ w zakres dzialan podejmowanych w celu ograniczenia konsekwencji
nicodpowiednego stosowania dostepnych opcji terapeutycznych w walce z kolonizacja

drobnoustrojami w infekcjach nosogardzieli.



Metodyka badawcza (zaloZenia, cel, metody)

W zatozeniach pracy przyj¢to, ze otrzymane w warunkach laboratoryjnych formulacje
na bazie nanoczastek srebra i zlota powinny wykazywac:

¢ silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec szczepoéw, bedacych typowa mikroflora

bton §luzowych nosogardzieli, oraz

e wysoka skutecznos¢ przeciwbiofilmows, czego nie posiadaja inne dostgpne komercyjne

preparaty przeznaczone do stosowania na btony sluzowe.

Autorka rozprawy w metodyce pracy zastosowala szereg metod mikrobiologicznych z
wykorzystaniem szczepow wzorcowych czy reprezentatywnych bakterii Gram (+), Gram (-),
grzybéw, w tym:

e metode seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym do okreslenia wartosci minimalnego
stezenia hamujgcego (MIC) badanych formulacji nanoczastek srebra i ztota zgodnie z
zaleceniami EUCAST wobec wzorcowych szczepdw potencjalnych patogendéw oraz
wobec szczepoéw drobnoustrojow reprezentatywnych,

e metod¢ okreslenia wartosci minimalnego stezenia bakteriobdjczego (MBC) badanych
formulacji stosujac posiew na plytki z podtozem agarowym,

e metodg dyfuzyjno-krgzkowag dla okreslania wartosci MIC formulacji wobec
reprezentatywnych drobnoustrojéw zgodnie z rekomendacjami EUCAST i KORLD,

dodatkowo:

e metode seryjnych rozcienczen na podlozu plynnym oraz dyfuzyjno-krazkowa do
okreslania wartos$ci MIC badanych formulacji wobec drobnoustrojow mikroaerofilnych
oraz beztlenowych,

e metode okreslania minimalnego stezenia hamujgcego rozwoj biofilmu (MBIC) dla
badanych formulacji.

Zastosowane metody zostaly dobrane w sposéb prawidlowy, zapewniajac realizacje

zaktadanych celow.

Struktura rozprawy

Praca z wylaczeniem spisu tresci, listy uzytych skrotéw obejmuje ogoétem 132 strony.
Struktura pracy jest w duzej czesci tradycyjna, zawiera wspomniane: spis tresci, wykaz
stosowanych skrotéw, wstep i cel pracy, czgsé teoretyczna skladajgca si¢ z 3 podrozdziatlow
(tacznie 35 stron), obejmujacyg teoretyczne wprowadzenie do zagadnien przedstawionych w

czesci doswiadczalnej (26,5% catosci). Kolejno czes¢ doswiadczalna w 4 podrozdziatach



obejmuje opis stosowanej w badaniach metodologii, materialéw, jednoczesnie podajac i
omawiajac kazdorazowo wyniki badan bezposrednio po opisie zastosowanej w pracy metody
(w sumie 63 strony, 47,7% calos$ci). Ostatnig cze$¢ rozprawy stanowi podsumowanie i wnioski
(6 stron), streszczenie w jezyku polskim i angielskim, zatgczniki (wykazy rycin i tabel) oraz
pismiennictwo. Zaprezentowany material zostal zilustrowany 10 rycinami, gléwnie
obrazujacymi strukture zastosowanych substancji pomocniczych, oraz 36 tabelami z wynikami

badan.

Wykorzystane piSmiennictwo

Autorka przytoczyla ogétem 222 pozycje pisSmiennictwa, ktére obejmuja w
przewazajacej liczbie publikacje naukowe, publikacje ksigzkowe, wytyczne, prace doktorska,
magisterskg, patenty, nieliczne odnosniki do stron internetowych. W czgséci teoretycznej
Doktorantka przeprowadzila analize zrodel, przytaczajagc 219 pozycji piSmiennictwa.
Publikacje dotyczace podejmowanej tematyki wydane po roku 2000 stanowig ponad 90%
catosci piSmiennictwa, co przy dynamice regulacji i obiegu wiedzy w nauce i praktyce
zawodowej potwierdza aktualno$é =zaczerpnigtych odniesien z pisSmiennictwa. Moje
zastrzezenia budzi poprawnos$¢ cytowania wybranych Zrodet (np. poz. 99 powinno by¢ ,,OECD
(2018), Test No. 413: Subchronic Inhalation Toxicity: 90-day Study, OECD Guidelines for the
Testing of Chemicals, Section 4, OECD Publishing, Paris,
https://doi.org/10.1787/9789264070806-en.”, kolejno pozycje 186, 189, 190, 193, 195, 209,
221) i dobor zrédel (poz. 151, 152, 220). Wybrane cytowane odnosniki nie pozwalaja na
identyfikacje tekstéw zrédtowych, na ktore powoluje si¢ Autorka. Dodatkowo zastrzezenie
budzi cytowanie w pozycji 211 Farmakopei Polskiej VIII, kiedy w mojej opinii biorgc pod
uwage tres¢ odwolania w tekscie, powinna by¢ to obecnie obowigzujaca Farmakopea Polska

XII.

Szczegélowa ocena merytoryczna poszezegolnych cze¢sci rozprawy

Wstep do recenzowanej dysertacji doktorskiej zawiera krotkie uzasadnienie wyboru
podjetego problemu badawczego, wyraznie definiujgc weryfikowane w czesci badawczej
zalozenia.

Kolejno, podrozdzialy teoretyczne 1, 2 1 3, rozwijaja i opisujg: pierwszy - budowe
miejsca aplikacji formulacji, problemy kliniczne zwigzane z przyczyng infekcji, drugi -
charakteryzuje nanoczgstki metali: srebra i zlota pod katem ich potencjalu dzialania

przeciwdrobnoustrojowego, wykorzystania w terapii, bezpieczenstwa, oraz surowce i
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przetwory roslinne o potencjale korzystnie wptywajacym na leczenie stanow infekcyjnych
nosogardzieli tj. m.in. olejki eteryczne, babka lancetowata, tymianek, porost islandzki,
dekspantenol, trzeci — stanowi przeglad wybranych promotoréw wchlaniania substancji
czynnych z formulacji. W tej czesci pracy pragne zwrdcié uwage na dostrzezone omyiki
jezykowe i nieScistosci, ktore uszczegélawiam w uwagach w dalszej czesci przedstawionej
recenzji. Dodatkowo uwazam, iz w rozdziatach dotyczacych surowcdéw i przetwordow
ro$linnych i promotoréw wchitaniania, odpowiednio 2 i 3 cze$¢ tresci mozna byto ujgé w sposob
bardziej syntetyczny, korzystnie dla charakteryzowanych sktadowych ocenianych formulacji.

Cze$¢ doswiadczalna sklada sie z 4 podrozdziatow, bez typowego wydzielenia
materialdw 1 metod jako odrgbnej czgsci. Kazdy z podrozdzialéw stanowi opis badania
prowadzonego dla formulacji i zawiera wykaz uzytych w metodzie materiatéw, opis sktadu
badanych formulacji, opis sposobu wykonania badania i oméwienie jego wyniku. W pierwszym
obszernym podrozdziale Doktorantka okreSlata aktywno$¢ hamujgcg formulacji na bazie
nanoczastek srebra i zlota zastosowanych w roznych stezeniach wobec szczepoéw wzorcowych
drobnoustrojow, nastgpnie aktywno$é formulacji nanoczgstek z dodatkiem substancji
pomocniczych: promotoréw wchtaniania, substancji zwigkszajacych lepkos¢ oraz substancji o
potencjale tagodzacym czy przetwordw roslinnych wobec reprezentatywnych szczepow
drobnoustrojéw metoda seryjnych rozcienczen na podlozu pltynnym. W kolejnym 2.
podrozdziale okreslano warto$ci MIC formulacji zlozonych, o najwigkszym potencjale
aktywnosci w ocenie na podtozu plynnym, z wybranymi promotorami wchtaniania,
przetworami roslinnymi, substancjami o dziataniu tagodzacym, wobec reprezentatywnych
drobnoustrojow metoda dyfuzyjno-krazkows, potwierdzajgc ich wysokg aktywnosé
mikrobiologiczna i stabilnos¢. W podrozdziale 3. kontynuowano oceng aktywnosci formulacji
wobec drobnoustrojow mikroaerofilnych oraz beztlenowych o duzej odpornosci na
antybiotykoterapi¢ 2 metodami: seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym oraz dyfuzyjno-
krazkowa. Wykonana ocena jest istotna w kontekscie klinicznym, gdyz wybrane szczepy sa
czestymi sktadnikami flory zasiedlajgcej nosogardziel, czynnikami etiologicznymi zakazen, W
podrozdziale 4. Doktorantka wyznaczyla dla formulacji nanoczastek srebra i zlota minimalne
stezenie hamujgce rozwdj biofilmu wobec 48 szczepdw bakteryjnych oraz 5 szczepdw grzybow
wystepujgcych w biofilmie, potwierdzajgc ich wysoka skuteczno$¢ i tym samym potencjat jako
sktadnika czynnego.

Rozdzial ostatni dysertacji stanowi autorskie podsumowanie badan. Pewien moj

niedosyt budzi brak powotania si¢ i prowadzonej szerszej dyskusji wynikow przy



wnioskowaniu, biorac pod uwage szeroko przytaczane przez Doktorantke w czgsci teoretycznej

pi$miennictwo.

Po lekturze rozprawy, w mojej ocenie zalozenia rozprawy zostaly rozstrzygni¢te przez

Doktorantke.

Pragne¢ zwréci¢ uwage na dostrzezone omylki jezykowe i1 niescistosci w pracy:

1.

Znalezione w pracy bledy nomenklaturowe:

w czesci Lista skrotow uzytych w pracy:

- AgNPs uzyte jako nanoczastka srebra zamiast konsekwentnie nanoczastki srebra,
nieprawidtowo wyjasnione skroty COLIPA, DMI, ECHA,

we wstepie i czesci teoretycznej pracy:

- brak konsekwencji stosowania uzytej nomenklatury np. nanomaterialy srebra dla
okreslenia nanoczastek (str. 1, ang. Silver nanoparticles, AgNPs), czy niewlasciwe
W moje ocenie stosowanie okreslenia ,,nanometal”, ,substancja no$na”,
»farmaceutyk”, ,,booster”,

- brak stosowania i nie powolywanie si¢ w pracy na nazewnictwo czgsci surowcow
1 postaci produktéw leczniczych (str. 23 sprayach (....) do nosa) zgodnych z
obowiazujacg Farmakopeg Polskg XII,

w czesci doswiadczalnej pracy:

- niezasadne uzycie okre$lenia ,,dodatki reologiczne” w miejsce wihasciwego w
mojej opinii okreslenia substancje pomocnicze, uzycie sformulowania w punkcie
1.1.1.1. sformutowanie ,substancje chemiczne” na okreslenie roztwordéw
koloidalnych srebra i zlota, omylkowe uzycie okreslenia ,,AgdN” w wykazie
materiatow stosowanych do badan dla roztworu koloidalnego zlota, uzycie
sformulowania na str. 52 ,,dwoma mediatorami wspierajacymi transport” na
okreslenie promotoréw wchlaniania, na stronie str. 67 wymieniajgc sktadniki
emuls;ji nie podano polskiej nomenklatury, podobnie na str. 105, na str. 75 uzyto
nieprawidlowego skrotu ,,Eucast”,

W mojej opinii bardziej syntetycznie w pracy mozna bylo ujaé tresci zawarte w
podrozdziale 2.2. dotyczace charakterystyki surowcow i przetwordéw roslinnych tj.
np. str 19. ,,Chetnie sadzona jest w ogrodach, parkach jako roslina ozdobna (...)
Betula verrucosa Ehrh jest szeroko stosowana w wielu dziedzinach zycia. W chemii
material ten przetwarzany jest podczas procesu destylacji na odczynniki chemiczne,
takie jak alkohol metylowy lub kwas etanowy.”, ograniczajgc ich zakres do

informacji kluczowych dla istoty dysertacji.



3. Nie do konca zrozumiale w opisie i tabelach rozdziale 1.2. 1 1.5. przedstawiono
stg¢zenia formulacji AgNPs/AuNPs (2,5 — 20 ppm), czytajac zastanawienia wymaga,
czy odnoszg si¢ one w tym przypadku sumarycznie do mieszaniny réwnych czesci
roztworow koloidalnych nanoczastek obu metali? W tabelach w rozdziale 1.5. nie
podano stezenia zastosowanej emulsji?

4. W rozdziale 3.1.3. w opisie wynikéw zabraklo mi rzetelnego podsumowania.

5. Bioragc pod uwagg liczbe wykonanych badan, dla czytelnosci wynikéw dysertacji
wskazane byloby w pracy zamieszczenie wnioskow rowniez w formie kluczowych

punktow w rozdziale IV podsumowujgcym w sposob syntetyczny wyniki badan.

Jezyk i formalna strona rozprawy

Od strony jezykowej 1 formalnej praca zawiera wiele omylek i niescistosci, ktdre ponizej
pozwolitam sobie zestawi¢, i ktére nalezatoby skorygowal publikujac tresci rozprawy.
Znaleziono bledy jezykowe, wzglednie literowki. Uzyte niefortunne sformutowania:
str. 3 akapit 1 — ,,spenetrowanie przez substancje mikrobiologicznie aktywne”, str. 4 akapit 1

»nadinterpretowujac zagrozenie dla organizmu”, str. 8 ,nawet wiekszego efektu

terapeutycznego”, str. 9 akapit 1 —,,NPs pewnych metali”, ,,s3 gtowng zaleta NPs metali”, str.

12 akapit 1 ,,wlasciwosci sg postrzegane jako dobre i bezpieczne. Nie obserwowano zadnych

dziatan niepozadanych, przy znacznym zniwelowaniu ryzyka powstania infekcji bakteryjnych”,

»wkomponowanego w strukture polimeru”, str. 12 akapit 4 ,,inhibituje czynniki prozapalne”,

str. 13 akapit 1 ,,na waglika”, ,,zmiennych wlaSciwosciami, s niepotwierdzone”, str. 14 akapit

1 ,,po zabiegowych”, str. 15 3 akapit ,,jako dodatek do lekéw”, ,,docelowe miejsca organizmu

czlowieka”, ,,paklitakselenem”, str. 16 akapit 2. ,,0,38 pg/m (....) 20 pg/m”, str. 15 akapit 3.

zdanie niejasne ,,wadze ciata, kolorze ..., Smiertelnosci, morfologii ....wsrod zwierzat”, str. 17

akapit 2 ,.zbyt bardzo duza”, ..po dawce doustnej”, str. 18 akapit 2 ..clementéw rosliny”,

~kremach na twarz”, str. 20_akapit 2 ,,zahamowanie prawidlowego dzialania lancucha

oddechowego i wymiany jonéw mig¢dzy komorks, a otoczeniem”, ,traktowania skory po

ugryzieniu owadow 1 drobnych otar¢”, str. 21 akapit 1 ,.konserwantu zywnosci”, ,,powloki
komorki bakteryjnej, co w konsekwencji skutkowato dostaniem si¢ do jej wnetrza”, akapit 2

»przeznaczonych dla stomatologii”, str. 23 akapit 5 ,,bezposrednie wlasciwosci grzybobojcze”,

str. 25 akapit 1 ,,w szczeg6lnie wysokim poziomie w mleku ssakow. Gldwnie umiejscowiona

gdzie w organizmie jest umieszczona laktoferyna to ziarnistos¢ neutrofiléw i uwalniana w
procesie degradacji”, ,,Laktoferyna jest rowniez mediatorem taczacym wrodzone i adaptacyjne

odpowiedzi immunologiczne czlowieka”, str. 26 akapit 2 ,,substancji obkurczajgcej blong
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§luzowa nosa”, str. 29 akapit 3 ,w wyzszych procentach”, str. 31 ,skutkéw na oczy”,

,.dostarczajacym przez skére”, ,Nalezy wige uwazaé, stosujgc m.in. leki przeciwzakrzepowe,

steroidy i $rodki uspokajajace.”, str. 32 ,,Produkt z tatwoscig przenika przez blony biologiczne,

dlatego tez stal si¢c nosnikiem stosowanych miejscowo produktow leczniczych.”, str. 33 ,w
badaniu poczatkowe zahamowanie wzrostu, nie odzwierciedlone przy zmniejszeniu
wskaznikéw proliferacji komoérek”, str. 35 ,Pomaga w utrzymaniu ich stabilnosci i
rozproszeniu sktadnikéw aktywnych i zwigksza trwato$¢ produktow”, str. 36 ,,wszechstronny
rozpuszczalnik”, ,kontrolowaé¢ konsystencj¢ produktéw”, str. 40 ,szczepy bakterii

przesiewano”, str. 59 ,,w ich tworzeniu wykorzystano”, str. 71, 72 ,dolaczenie”, str. 102

,,zarowno na bakterie”, str. 104 ,,na przecigtnym poziomie”, str. 105 ,,czyste preparaty”, str. 106

»przeciw infekcyjne”.

Wykorzystujac przystugujacy recenzentowi przywilej w toku obrony chcialabym zapytac
Doktorantke:

e o technologi¢ otrzymywania formulacji, w jaki sposob uzyskiwano jatowos¢ formulacji
opracowywanych do badan?

e biorgc pod uwage specyfike badan mikrobiologicznych, czy wykonujac badania
aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej Doktorantka wykonywata powtorzenia
pomiaréw?

e w omowieniu wynikow badan w podrozdziale 1.2.3. odno$nie wyznaczania aktywnosci
formulacji z dodatkiem 5% DMSO wobec E. coli Doktorantka wskazuje, iz najsilnicjszy
efekt jej dziatania moze mie¢ zwigzek z budowg $ciany tych bakterii, czy mogtabym

prosi¢ o wyjasnienie stawianej hipotezy?

Podsumowujac opisywane w pracy wyniki badan chciatabym podkresli¢, iz na docenienie w
pracy zashuguje szeroki zakres wykonanych badan mikrobiologicznych formulacji, obejmujgcy
ocene aktywnos$ci wobec szczepdw wzorcowych, reprezentatywnych, wobec drobnoustrojow
mikroaerofilnych oraz beztlenowych, czy sktadowych biofilmu. Tak prowadzona ocena jest
niezwykle istotna dla doboru sktadu zaproponowanych formulacji na bazie nanoczgstek srebra
o najkorzystniejszych wlasciwosciach, dokumentujac kompleksowe podejscie do oceny

aktywnosci formulacji o potencjale przeciwbakteryjnym.

Whioski i konkluzja koncowa



Reasumujgc oceniana rozprawa doktorska mgr Marty Pawlowskiej stanowi oryginalne
opracowanie badawcze, poruszajgce zagadnienia oceny aktywnosci opracowanych formulacji
o potencjale przeciwbakteryjnym do zastosowan w infekcjach jamy ustnej i nosogardzieli, co
dotychczas jest obszarem badan istotnym dla rozwoju nowych opcji terapeutycznych w terapii
infekcji patogenami. Analizowane w dysertacji aspekty badawcze sg istotne i aktualne, réwniez
w perspektywie praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikow w projektowaniu
formulacji, dla ktérych dobor jakosciowy 1 ilosciowy skladowych pozwala na uzyskanie
synergizmu dzialania przeciwdrobnoustrojowego, korzystnie réwniez na ograniczenie
narastania nadmiernego wykorzystania antybiotykow, przy jednoczesnie mozliwosci
projektowania produktow czy wyrobéw medycznych w oparciu o wyniki szerokich badan
dokumentujgcych dziatanie hamujace wobec patogendw.

Przedstawiona rozprawa spelnia wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.) stawiane rozprawom doktorskim. W
zwigzku z powyzszym wnioskuje¢ do Rady Nauk Farmaceutycznych Wydzialu
Farmaceutycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Marty Pawlowskiej do dalszych etapow

postepowania w celu nadania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.
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