Warszawa, dnia 30 sierpnia 2023 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej Marty Pawlowskiej
pt. ,Antybakteryjne dzialanie nanoczastek metali wobec wybranych bakterii
stanowigcych typowa mikroflor¢ gérnych drog oddechowych”.

Zastosowanie nanotechnologii w celu otrzymania produktéw z metalami szlachetnymi jest
obiecujagcym kierunkiem rozwoju technologii form leku. Liczne prace eksperymentalne
udowodnily, ze nanoczastki niektérych metali szlachetnych maja wiasciwosci muin.
przeciwdrobnoustrojowe. Przed tysigcami lat zloto bylo rowniez stosowane m.in. w
medycynie chinskiej i indyjskiej.

Celem pracy doktorskiej dr n. chem. inz. M. Pawlowskiej bylo przygotowanie kompozycji
sktadu formulacji do zastosowan w infekcjach bakteryjnych nosogardzieli opartych na
uktadzie mieszanin roztworéw koloidalnych zlota i srebra. Doktorantka wybrata do badan
typowe szczepy bakteryjne kolonizujace blony $luzowe nosa i jamy ustnej, zardwno tlenowe
jak i beztlenowe.

Zaproponowany przez doktorantke kierunek badawezy, z powyzszych wzgledow, uwazam za
wlasciwy. Praca sklada sie z typowych rozdziatow przewidzianych w tego typu rozprawach.

W czesei teoretycznej pracy doktorantka doktadnie opisata zagadnienia, ktorych znajomos¢
bedzie niezbedna do przygotowania i przeprowadzenia czesci do$wiadczalnej pracy.
Rozdziaty, w ktorych doktorantka opisuje stany zapalen nosogardzieli oraz substancji
stosowanych w stanach infekcyjnych nosogardzieli, $wiadcza o bardzo dobrym
przygotowaniu teoretycznym doktorantki do przystapienia do badan w zakresic tematu
rozprawy doktorskie;j.

Opisane zostaty nanoczastki srebra AgNPs i nanoczastki ztota AuNPs oraz ich mechanizmy
oddziatywania. Ponadto przedstawione zostato wykorzystanie nanoczastek w medycynie oraz
bezpieczenstwo i toksycznos¢ stosowania w praktyce leczniczej.

W dalszej czesci teoretycznej doktorantka opisata réwniez surowce roslinne i ich przetwory.
Na szczegélng uwage zastuguja takie rodliny jak: babka lancetowata, brzoza, drzewo
herbaciane, imbir, tymianek, porost islandzki, jak i olejki roslinne jak: olejek eukaliptusowy,
olejek z szalwii i olejek z oregano. Oczywiscie jest znacznie wigeej roslin majgcych
znaczenie w medycynie, ale te ktore opisata doktorantka maja wyjatkowe znaczenie.

Stosowanie produktéw leczniczych na blong $luzowa czy skorg¢ organizmu wymaga czgsto
stosowania substancji o dziataniu tagodzacym czy tez nawilzajacym, aby ograniczy¢ dzialanie
niepozadane, co nie zostalo pominigte w ocenianej pracy. Doktorantka opisala w tym
rozdziale laktoferyne i dekspantenol.

W technologii postaci leku istotne jest zastosowanie promotoréw utatwiajacych przenikanie
substancji leczniczej przez blony biologiczne czyli poprawiajace dostepnos¢ biologiczng leku.
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W tej czesci pracy doktorantka dokonata analizy wybranych substancji o udokumentowanym
dziataniu utatwiajacym przenikanie substancji przez blony biologiczne. Opisala znane
substancije, ktérych zastosowanie technologii formy leku petnig m.in. funkcj¢ promotorow
przenikania substancji leczniczych. Doktorantka dokonata przegladu i opisala m.in. eter
dimetylowy, izosorbidu, hydroksyacetofenonu. Kazdy z wymienionych promotorow zostat
opisany w zakresie informacji toksykologicznej, zastosowaniu i jego dziataniu.

Opis tej czgéci teoretycznej i zawarte w tej czesci najnowsze informacje w zakresie podjgtej
przez doktorantke tematyki pracy doktorskiej, Swiadezg o bardzo dobrym przygotowaniu dr n.
chem. inz. M. Pawlowskiej do realizacji tematu rozprawy doktorskiej w czgsci
doswiadczalne;j.

Cze$é teoretyczna zostata opisana na podstawie 222 pozycji literaturowych o zasiggu
mi¢dzynarodowym.

W czesci doswiadczalnej doktorantka zastosowata znane substancje chemiczne oraz pigé
szczepdw wzorcowych potencjalnych patogenow czlowieka, takich jak:

- Escherichia coli ATCC 8739,

- Staphylococcus aureus ATCC 6535,

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
- Candida albicans ATCC 10231,

- Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Doktorantka wykorzystala w badaniach znane podloza wzorcowe stosowane w hodowli
bakterii.

W procesie tworzenia badanych formulacji obok nanoczastek AgNPs i AuNPs doktorantka
zastosowala wybrane promotory przenikania przez blony biologiczne, ktore uprzednio
opisata. Doktorantka wyznaczyta wartosci MIC i MBC dla badanych szczepow.

W tym miejscu moje watpliwosci budzi opisanie tych samych nanometali w kolejnych
cze$ciach dos$wiadczalnych pracy. Moje pytanie dotyczy zastosowanych serii rozcienczen
badanych zwiazkéw w zakresie od 1:2 do 1:1024. Dokonujac analizy uzyskanych wynikow
(w tabelach 1, 3, 5, 7, 9), mozna stwierdzi¢, ze od rozcieficzenia 1:64 nastgpuje wzrost
badanych szczepéw dla wszystkich formulacji. Przygotowanie dalszych rozcienczen budzi
moje watpliwosci.

Uzyskane wyniki badan (tabele 1-10) w tej czesci prowadzonych do$wiadczen wskazuja, ze
srebro charakteryzuje sie¢ najwickszym dzialaniem antymikrobowym. Kolejne etapy badan
dotyczyty wyznaczenia aktywnosci badanych formulacji z wybranymi promotorami
przenikania wobec bakterii Gram-ujemnych  Escherichia coli i Gram-dodatnich
Staphylococcus aureus oraz. grzybow Candida albicans, najczgéciej wystepujgcych przy
nadkazeniach blony $luzowej nosogardzieli. Doktorantka wykorzystala w tej czesci badan
formulacje zawierajace Nanosilver aXonnite®, Nanogold aXonnite® oraz substancje
pomocnicze, ktorych celem byta spodziewana poprawa penetracji nanoczastek w podtozach
mikrobiologicznych.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze dimetylosulfotlenek DMSO w potaczenin z Nanosilver
aXonnite® juz przy 1% dodatku DMSO wykazywat silne dziatanie mikrobiologiczne (tabele
11-14).

Dalsze etapy badan dotyczyty wyznaczenia aktywnosci formulacji z surowcami pochodzenia
roslinnego takimi jak: ekstrakt porostu islandzkiego oraz olejki z drzewa herbacianego,
eukaliptusowy, z oregano, z szalwii i z tymianku. Doktorantka w tym miejscu uzywa
.przetwory pochodzenia roslinnego”. Proponuj¢ uzy¢ okreslenia ,surowce pochodzenia
roslinnego”.

Uzyskane wyniki wskazywaly na synergie dziatania Nanosilver aXonnite® i promotoréw
przenikania przez blony biologiczne z surowcami pochodzenia roslinnego (tabela 15).

W celu poprawy jakosci okre$lonego produktu stosowanego na skore czy blony sluzowe
nalezy wyeliminowaé dziatanie draznigce produktu. W pracy doktorantka wykorzystata
wlasciwoséci tagodzace pantenolu i laktoferyny. W przeprowadzonych badaniach uzyskane
wyniki potwierdzity brak znaczgcego wplywu tych dodatkow na aktywnosé antymikrobows
srebra (tabela 16-17).

Z kolei modyfikacja kompozycji badanych formulacji poprzez dodatek typowych
zagestnikow polimerowych (glikol polietylenowy, silikon lub karbomer) potwierdzity, ze
dodatek substancji modyfikujacych konsystencj¢ obniza aktywno$¢ antymikrobowg
nanometali (tabela 18-20).

Aktywnosé przeciwdrobnoustrojows, doktorantka potwierdzita takze alternatywng metods
wyznaczania wartosci MIC — metoda dyfuzyjno-kragzkowa, zgodnie z rekomendacjami
EUCAST oraz KORLD.

Badania zostaly wykonane z wykorzystaniem roztworu koloidalnego srebra w wodzie o
stezeniu 100mg/L wody. Uzyskane wyniki wykonane metodg seryjnych rozcieficzen na
podtozu ptynnym oraz dyfuzyjno-krazkowsa potwierdzity wysoka skutecznos¢ antybakteryjng
wybranych formulacji (tabele 21-29).

Dodatkowo przeprowadzona analiza skutecznosci bakteriobdjczej (MBC) badanych
preparatéow metodg dyfuzyjno-krazkowa wykazata zahamowanie strefy wzrostu bakterii
srednio o 1-3 mm poza obrgb krazka (tabele 30-34).

W ostatnim etapie badawczym byly przeprowadzone testy oznaczajgce wartos¢ stezenia
hamujacego wzrost biofilmu (MBIC) wykonane na czystych preparatach dla nanosrebra i
nanozlota. Badania potwierdzity wysoka skuteczno$¢ nanosrebra w stosunku do badanych
szczepow tworzacych biofilm (tabela 35-36).

Na podstawie uzyskanych wynikéw doktorantka proponuje konkretne sklady mieszanin z
nanoczateczkami nanosrebra. Uzyskane wyniki moga mie¢ praktyczne zastosowanie w terapii

leczenia infekeji gardla i nosa.

Praca doktorska napisana jest starannic. W podsumowaniu doktorantka doglebnie opisuje
uzyskane wyniki i jednoczesnie formutuje wnioski. Moim zdaniem nalezy te wnioski
umiesci¢ w osobnym rozdziale pracy.

Moje dodatkowe uwagi sg nastepujace:
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- brak numerdw serii produkcyjnych w zastosowanych substancjach;

- wielokrotnie opisywane w kolejnych rozdziatach whasciwosci fizykochemiczne tych samych
substancji np. czasteczki nanosrebra;

- brak rozdzialu V — Wnioski.

Mimo zauwazonych nielicznych uchybien stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia
warunki okre$lone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz dr Marta Pawlowska
powinna zosta¢ dopuszczona do dalszych etapu przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. Edmund Sieradzki
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