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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Agaty Marii Lange
pod tytulem

~Materialy grafenowe jako nosniki nanoczgstek metali o wlasciwosciach antybakteryjnych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agaty Marii Lange zostata
wykonana pod kierunkiem Pana dr. hab. Stawomira Jaworskiego, prof. SGGW w Katedrze
Nanobiotechnologii, Instytutu Biologii Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie. Badania byly finansowane z subwencji Szkoty Glownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy istotnego zagadnienia zwigzanego z rozwojem
innowacyjnych bioaktywnych materiatdow majacych potencjalne zastosowania w przemysle
oraz ochronie zdrowia. Doktorantka w swojej pracy skupita si¢ na otrzymaniu materiatu
grafenowego. Znany jest fakt, ze grafen i jego pochodne charakteryzuja si¢ duza powierzchnig
wilasciwa, co umozliwia skuteczne wigzanie i stabilizacj¢ nanoczastek metali, takich jak srebro,
miedz czy ztoto, ktére maja wlasciwosci antybakteryjne. Obecnie gldwne strategie rozwoju
wytwarzania bioaktywnych materiatow grafenowych ukierunkowane sg na zwigkszenie
efektywnosci opracowywanych no$nikdéw, zapewniajacych rownomierne rozproszenie
nanoczgstek 1 zapobiegajac ich agregacji, co jest kluczowe dla dlugotrwatej skutecznosci
I stabilnos$ci antybakteryjnych wlasciwosci. Wiasciwosci fizyko-chemiczne grafenu pozwalaja
na syntez¢ materialow o wielofunkcyjnych wlasciwosciach, takich jak przewodno$¢
elektryczna, elastyczno$¢ 1 biokompatybilno$¢, co otwiera mozliwosci zastosowan
w medycynie, ochronie zdrowia i dezynfekcji powierzchni. Jednocze$nie zastosowanie
materiatow grafenowych w przemysle medycznym pozwala zmniejszy¢ potrzebe stosowania
duzych iloSci metali, ograniczajac potencjalng toksyczno$¢ 1 wpltyw na Srodowisko, przy
jednoczesnym zachowaniu skutecznosci antybakteryjne;.

Tematyka ocenianej pracy doktorskiej jest zgodna z gléwnymi trendami badawczymi
prac realizowanych w obszarze biomateriatow otrzymywanych na bazie grafenu.
Przeprowadzone badania w ramach pracy doktorskiej w szczego6lno$ci poszerzaja stan wiedzy
w zakresie interakcji mikroorganizmow z powierzchnia grafenowa oraz dostarczaja cennych
informacji na temat skutecznych, stabilnych 1 zrownowazonych rozwigzan w walce

z mikroorganizmami, co ma kluczowe znaczenie w ochronie zdrowia publicznego i higienie.
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Rozprawg doktorska Pani mgr inz. Agaty Marii Lange stanowi zbior trzech
oryginalnych artykutow opublikowanych w latach 2022-2024 w recenzowanych zagranicznych
czasopismach znajdujacych si¢ w aktualnym wykazie czasopism naukowych i recenzowanych
materiatdéw z konferencji miedzynarodowych MNiSW. Sg to nastepujace prace:

1) Lange, A., Sawosz Chwalibdg, E., Wierzbicki, M., Kutwin, M., Daniluk, K., Strojny-
Cieslak, B., Ostrowska, A., Wojcik, B., Lojkowski, M., Golebiewski, M., Chwalibog,
A., Jaworski, S. (2022). Nanocomposites of Graphene Oxide—Silver Nanoparticles for
Enhanced Antibacterial Activity: Mechanism of Action and Medical Textiles Coating.
Materials, 15, 1-17. doi:10.3390/mal15093122.

2) Lange, A., Sawosz Chwalibog, E., Daniluk, K., Wierzbicki, M., Matolepszy, A.,
Gotlebiewski, M., Jaworski, S. (2022). Bacterial Surface Disturbances Affecting Cell
Function during Exposure to Three-Compound Nanocomposites Based on Graphene
Materials. Nanomaterials, 12, 1-25. doi:10.3390/nan012173058.

3) Lange, A., Kutwin, M., Zawadzka, K., Ostrowska, A., Strojny-Cieslak, B., Nasitowska,
B., Bombalska, A., Jaworski, S. (2024). Impaired Biofilm Development on Graphene
Oxide-Metal Nanoparticle Composites. Nanotechnology, Science and Applications, 17,
303-320. d0i:10.2147/nsa.s485841.

Dodatkowo do kazdej z wymienionych powyzej prac w dysertacji dolaczono
o$wiadczenia wspoOlautorow, Promotora oraz Doktorantki opisujace ich udziat
w opublikowanych pracach. Artykuly stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej to prace
prezentujace wytgcznie oryginalne wyniki eksperymentalne, w ktorych Doktorantka zajmuje
miejsce pierwszego autora. Udziat Doktorantki w powstaniu w/w artykulow polegat m.in., na
zaplanowaniu oraz przeprowadzeniu badan, opracowaniu wynikéw, przygotowaniu i redakcji
manuskryptu. W szczegdlnosci, analizy wlasnorgcznie wykonane przez Doktorantke dotyczyty
pomiaru potencjalu Zeta i $rednicy hydrodynamicznej, przygotowania preparatow do TEM,
wykonania analiz mikrobiologicznych, analizy XTT, analizy MDA, pomiaru reaktywnych form
tlenu, czy wykonania pomiaru angiogenezy z wykorzystaniem modelu CAM, pomiaru ATP,
wykonania pomiaru poziomu cytokin.

Wiodacy udzial mgr inz. Agaty Marii Lange w prowadzeniu badan bedacych podstawa
ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora jest bezsprzeczny i jest zgodny z deklaracjami
pozostatych wspotautoréw oraz informacjami zawartymi w artykutach w sekcji ,, Author

contributions”.
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Prezentacja zbioru artykulow zostata poprzedzona streszczeniem w jezyku polskim oraz
angielskim, wykazem skrotow, wprowadzeniem w tematyke rozprawy doktorskiej, prezentacja
hipotezy badawczej, celu i zakresu pracy, opisem materiatbw i metod zastosowanych
w opublikowanych pracach badawczych, opisem uktadéw doswiadczen, omowienie gtownych
wynikow przeprowadzonych doswiadczen. Nastepnie zamieszczono podsumowanie cato$ci
pracy doktorskiej, wnioski oraz bibliografi¢. Do ocenianej dysertacji dotaczono petne teksty

publikacji, ktore stanowig podstawe do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora.

Ocena spdjnosci tematycznej zbioru artykulow opublikowanych w czasopismach
naukowych

Pierwsza z cyklu praca opublikowana w Materials opisuje analizy wplywu i dziatania
nanokompozytu tlenku grafenu z dodatkiem nanoczastek srebra oraz jego sktadowych na dwa
gatunki bakterii: Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa.

W drugiej pracy opublikowanej w Nanomaterials Doktorantka dokonata analizy
wlasciwosci antybakteryjnych trojkomponentowych nanokompozytow sktadajacych sie
z tlenku grafenu lub grafenu z dodatkiem nanoczastek miedzi i tlenku cynku w stosunku do
czterech gatunkow bakterii: Enterobacter cloacae, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica i S. aureus

Z kolei w trzeciej z cyklu pracy Doktorantka skoncentrowata swoje badania na ocenie
wlasciwosci  wytworzonych nanokompozytéw otrzymanych na bazie tlenku grafenu
wzbogaconych odpowiednio nanoczgstkami srebra, miedzi lub tlenku cynku na formowanie
biofilmu trzech gatunkow bakterii: S. aureus, S. enterica oraz P. aeruginosa.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze wszystkie zalaczone publikacje stanowia

spojny tematycznie zbior prac odpowiadajacy tematowi dysertacji. Dlatego stwierdzam takze,

ze warunek ustawowy jaki powinna spelniaé praca doktorska, w tym zakresie nalezy uznaé za

spetniony.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wprowadzenie teoretyczne do tematyki pracy doktorskiej zostalo opracowane
Z zachowaniem standardow typowych dla prac doktorskich. We wstepie omdwiono
nanomaterialy weglowe oraz ich wiasciwosci, jak rowniez zarysowano problem opornosci
bakterii na antybiotyki. Dodatkowo we wstepie wykazano luki wiedzy oraz potencjalne

wyzwania uzasadniajace podjecie realizacji pracy doktorskiej w/w tematyce. W kolejnym
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rozdziale zdefiniowano hipoteze oraz cel glowny pracy doktorskiej a takze okre$lono cele
szczegotowe 1 zakres badawczy poszczegolnych prac wchodzacych w cykl tematyczny.
Gloéwny cel sformulowano w nastepujacy sposob ,,0kreslenie potencjalnych wi/asciwosci
antybakteryjnych nanokompozytéw skfadajgcych sie z materiafow grafenowych (GN, GO)
dekorowanych nanoczgstkami metali (AgNPs, CuNPs, ZnONPs) w stosunku do komdrek
bakterii gatunkow takich jak: S. aureus, P. aeruginosa, S. enterica, L. monocytogenes i E.
cloacae oraz okreslenie mechanizmu ich dziafania. Ponadto, badania miafy na celu okreslenie
wifasciwosci fizykochemicznych wytworzonych nanokompozytow, ktore mogg mieé¢ wplyw na
wywosywang toksycznosé.”

Podsumowujac powyzsze stwierdzam, ze opisany w dysertacji Pani mgr inz. Agaty

Marii Lange cel naukowy spelnia wymoég niezbedny dla uznania ocenianej pracy

doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznaczaé sie praca doktorska.

Stwierdzam réwniez, ze realizacja tego celu istotnie prowadzi do poszerzenia

dotychczasowej wiedzy oraz stanowi przyczynek do oryginalnego rozwiazania problemu

naukoweqo.

W kolejnych rozdziatach pracy opisano metody badawcze i uktady doswiadczalne.

Rozdzial 8 =zawiera szczegblowe omowienie gléwnych wynikéw przeprowadzonych
doswiadczen w ramach poszczegdlnych etapéw pracy doktorskiej (publikacji naukowych
bedacych podstawa ubieganie si¢ o nadanie stopnia doktora).

Nalezy zaznaczy¢, ze otrzymane wyniki doprowadzity do szeregu ciekawych odkry¢.
W pierwszej z cyklu prac zatytutowanym ,,Nanocomposites of Graphene Oxide—Silver
Nanoparticles for Enhanced Antibacterial Activity: Mechanism of Action and Medical Textiles
Coating ” Doktorantka przedstawita kompleksowe badania nad nanokompozytami opartymi na
tlenku grafenu oraz nanoczgstkach srebra. Doktorantka wraz z pozostalymi autorami
szczegotowo przeanalizowata mechanizmy dziatania otrzymanych materiatow. W ramach tej
pracy oceniono takze badan wlasciwosci antybakteryjnych czterech roznych tkanin pokrytych
nanokompozytem a takze badania ogdlnej toksycznosci wobec modelu btony kosmowkowo-
omoczniowej zarodka kurczaka. Otrzymane wyniki wskazaty, ze nanokompozyt tlenku grafenu
(zastosowany w stezeniu 5 pg/ml) 1 nanoczastek srebra (zastosowany w stezeniu 25 pg/ml)
wykazuje toksyczne dzialanie w stosunku do dwoch gatunkow bakterii: S. aureus i P.
aeruginosa poprzez zahamowanie ich wzrostu, indukcje produkcji reaktywnych form tlenu,

peroksydacje lipidow 1 immobilizacje komodrek. Doktorantka dowiodta takze, ze materialy
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wiokiennicze (bawelna i jedwab) funkcjonalizowane nanokompozytami tlenku grafenu oraz
nanoczastkami srebra (w st¢zeniu tlenek grafenu 5 ug/ml i nanoczastki Ag 25 ug/ml) wykazuja
dzialanie antybakteryjne oraz nie indukuja toksyczno$ci okreslonej na modelu btony
kosméwkowo-omoczniowej zarodka kury. Nalezy sie zgodzi¢ z Doktorantka, ze otrzymane
wyniki sg obiecujagce 1 majg duzy potencjat aplikacyjny, niemniej mechanizm dziatania
nanokompozytu tlenku grafenu oraz nanoczastek srebra na komorki bakteryjne zaproponowany
przez Doktorantke wydaje si¢ zbyt uproszczony.

Zasadne wydaje si¢ tym samym rozwini¢cie tej kwestii podczas obrony pracy
doktorskiej. W szczeg6lnosci: co wiadomo o stabilnosci nanokompozytu tlenku grafenu
zawierajacego nanoczastki srebra oraz kinetyce uwalniania jonéw srebra z tego kompleksu?
Czy Doktorantka uwaza za stuszne wykorzystania do tego celu technik¢ ICP-MS? Czy
Doktorantka dysponuje danymi lub zna takie, ktore pokazuja pordéwnanie dziatania
przeciwbakteryjnego nanokompozytu tlenku grafenu zawierajacego nanoczastki srebra
w stosunku np. do AgNO3? Co wiadomo o mechanizmie toksycznosci jonow srebra wzgledem
uktadow biologicznych?

W drugiej z cyklu pracy zatytulowanej ,, Bacterial Surface Disturbances Affecting Cell
Function during Exposure to Three-Compound Nanocomposites Based on Graphene
Materials” Doktorantka dokonata poréwnania aktywnosci nanokompozytow wobec
wybranych gatunkow bakterii. W pracy skoncentrowata swoje badania na pomiarze obnizenia
zywotno$ci oraz uszkodzeniach sciany 1 btony komorkowej, jak rdwniez ocenie poziomu
wewnatrzkomérkowego ATP. Dodatkowo w ramach tej pracy Doktorantka ocenita zdolno$¢
do indukowania przez nanokompozyt fenotypu prozapalnego. Jak zaobserwowano
nanokompozyt zawierajacy tlenek grafenu, nanoczastki tlenku cynku i nanoczastki miedzi
(odpowiednio w stezeniach 10 ug/ml, 100 ug/mli 25 ug/ml) wykazuje dziatanie antybakteryjne
wzgledem czterech gatunkow bakterii: S. aureus, S. enterica, L. monocytogenes i E. cloacae
poprzez obnizenie zywotnosci oraz przerwanie ciaggtosci sciany i btony komorkowej, jak
rowniez obnizenie zawartosci wewnatrzkomorkowego ATP. Doktorantka wskazata takze, ze
powyzszy nanokompozyt indukuje fenotyp prozapalny w komérkach linii HFFF2, powodujac
wzrost poziomu ekspresji cytokin prozapalnych (TNF- 3 i TARC). Jest to wazne odkrycie,
poniewaz wskazuje na pewne ograniczenia hanokompozytu trojsktadnikowego zawierajacego
grafen, nanoczastki tlenku cynku i nanoczastki miedzi wzgledem komorek cztowieka,

zwlaszcza komorek ptodowych. Chciatbym poprosi¢ o komentarz Doktorantke, co wiadomo o
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zdolnosci do penetracji skory lub innych tkanek przez nanoczastki tlenku cynku i nanoczastki
miedzi? Na przyktad czy znane sg Doktorantce badania wskazujace w jakich warstwach tkanki
skory moga kumulowac¢ si¢ nanoczastki tlenku cynku i nanoczastki miedzi?

W ostatniej z cyklu pracy zatytutowanej ,, Impaired Biofilm Development on Graphene
Oxide-Metal Nanoparticle Composites” Doktorantka wraz wspotautorami wykazata, ze
nanofilmy otrzymywane z wodnych roztworow koloidalnych tlenku grafenu zawierajace
nanoczastki srebra, miedzi lub tlenku cynku moga ogranicza¢ formowanie biofilmu przez
bakterie takie jak: S. aureus, S. enterica, P. aeruginosa. Doktorantce z powodzeniem udato si¢
wykaza¢, ze tlenek grafenu moze stanowi¢ odpowiednig platforme dla nanoczastek uzytych
metali, wzmacniajac jednocze$nie ich przeciwbakteryjne wiasciwosci oraz poprawiajac ich
stabilno$¢ koloidalng, ktora utrzymuje si¢ w czasie.

W tym miejscu chcialbym zwrdci¢ uwage, ze zgodnie z zastosowanym ukladem
eksperymentalnym Doktorantka wykazata, ze nanokompozyty tlenku grafenu zawierajace
nanoczastki uzytych metali hamuja formowanie biofilmu przez bakterie. Do tej cze$ci mam
nastgpujace pytania: Czy nanokompozyty tlenku grafenu zawierajace nanoczastki uzytych
metali mogg niszczy¢ strukture juz uformowanego biofilmu przez bakterie? Czy otrzymane
nanokompozyty moga mie¢ zastosowanie do usuwania biofilméw bakteryjnego pochodzenia?
Jaka jest struktura biofilmu tworzonego przez bakterie i co wiadomo na temat biodystrybucji
nanomateriatdw metalicznych w obrebie biofilmu utworzonego przez bakterie?

Podsumowujgc, niezaleznie od moich pytan uwazam, ze publikacje wchodzace w sktad
rozprawy doktorskiej stanowiag warto$ciowy wktad w rozwoj stanu wiedzy nauk biologicznych.
Praca doktorska poszerza aktualng wiedze na temat interakcji nanomateriatow z komoérkami
bakteryjnymi, szczegolnie w kontekscie zastosowan biomedycznych. Prace eksperymentalne
sg bardzo dobrze napisane, metodycznie przejrzyste i oparte na rzetelnych badaniach, co czyni
je cennym zrodtem wiedzy takze dla naukowcoéw zajmujacych si¢ mikrobiologia medyczna,

nanotechnologia, biomateriatami i technologiami tekstyliow medycznych.

Whiosek koncowy
Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Agaty Marii Lange speilnia warunki
okreslone w Ustawie Prawo o szkolnictwo wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U.

2023 r. poz. 742). Doktorantka dowiodta, ze samodzielnie potrafi rozwigzywaé sformutowany
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problem naukowy poprzez odpowiednio zaplanowane eksperymenty, ich interpretacje,
krytyczna dyskusj¢ oraz wywazone wnioski. Stwierdzam takze, Zze oceniana przeze mnie praca
doktorska istotnie poszerza stan wiedzy w dyscypliny nauki biologiczne. W zwiazku
z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Agaty Marii Lange do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto§¢ naukowa otrzymanych przez Doktorantke wynikéw
o charakterze aplikacyjnym, posiadajacych bardzo duzy potencjal komercyjny w zakresie
otrzymanego nanokompozytu wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty Gtowne;j

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie 0 wyrdznienie ocenianej przeze mnie rozprawy

/ﬁ o

hab. Maciej Wnuk,

doktorskiej.

Rzeszow, 06/05/2025

Podpisane elektronicznie przez Maciej Wnuk

(Certyfikat kwalifikowany) w dniu 2025-05-06.
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