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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Piecuch
pt. ,,Biologiczna aktywno$¢ czwartorzedowych soli amoniowych gemini wobec mikroorganizmow”

Przedstawiona do oceny praca byta wykonywana w Zaktadzie Fizykochemii Drobnoustrojéw Instytutu
Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem pracy jest dr hab. Ewa Obtak.

W Zespole kierowanym przez dr hab. Ewe Oblak prowadzone sa badania nad zjawiskiem
wielolekowej opornos¢éi 1 Scisle z tym zwigzanym poszukiwaniem nowych zwiazkéw
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych. Sa to bardzo wazne badania i na dowod pozwolg sobie w
tym miejscu zacytowaé temat Swiatowego Dnia Zdrowia z 2011roku: ,, W trakcie Swiatowego Dnia
Zdrowia 2011 Swiatowa Organizacja Zdrowia bedzie wzywaé do dziatania na rzecz powstrzymania
rozwoju oporno$ci na antybiotyki. Swiatowa Organizacja Zdrowia wzywa wszystkich decydentéw i
projektantow systemow ochrony zdrowia, opini¢ publiczna i pacjentéw, lekarzy, farmaceutéw i
przedstawicieli przemystu farmaceutycznego do dziatania i odpowiedzialnej walki z lekoopornoscia™.
Praca doktorska mgr Agaty Piecuch jest Scisle zwiazana z ta tematyka.

Do zwiazkéw niespokrewnionych z antybiotykami o bojczym dziataniu wobec drobnoustrojéw
naleza czwartorzgdowe sole amoniowe (CSA) od wielu lat wykorzystywane migdzy innymi jako srodki
dezynfekcyjne. Do nowej grupy pochodnych CSA naleza ich dimeryczne formy tzw. CSA gemini, ktore
charakteryzuja si¢ szerszym spektrum dziatania i zwigkszona aktywnoscia biologiczna w poréwnaniu do
form monomerycznych.

W oparciu o wezesniejsze wyniki prac prowadzonych przez profesora Tadeusza M. Lachowicza i dr
hab. Ewe Oblak nad oddzialywaniem CSA na drozdze Saccharomyces cerevisiae na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej zaprojektowano i zsyntetyzowano 18 nowych soli CSA gemini.
Przetestowanie aktywnosci biologicznej tych zwiazkdéw 1 wykazanie efektywnosci ich dziatania zaleznie
od struktury chemicznej byto gléwnym zadaniem mgr Agaty Piecuch. Ponadto Doktorantka rozpoczeta
badania nad molekularnym mechanizmem dziatania wybranych CSA gemini co ma istotne znaczenie dla
ewentualnego wykorzystania tych zwiazkéw jako nosnikow lekéw lub DNA w procesie transfekeji.

Przedstawiona do oceny dysertacja ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych i w jej sktad
wchodza nastepujace rozdzialy: Wprowadzenie, Wstep, Cele pracy, Materialy, Metody, Wyniki,



Dyskusja, Wnioski, Spis Literatury (203 pozycje), Abstract w jezyku angielskim Ponadto jest ona
zaopatrzona w liste Zrédet finansowania badan prowadzonych w ramach prezentowanej rozprawy, spis
publikacji powstatych w trakcie realizacji studiéw doktoranckich z zaznaczeniem wkiadu pracy
Doktorantki, spis doniesieft konferencyjnych i zgloszen patentowych oraz wykaz skrotéw uzywanych w

tekscie. Praca liczy 154 strony.

Rozdzial II. Wstep stanowi dobre wprowadzenie do dalszych czesci pracy. Doktorantka
przedstawita w nim dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy struktury chemicznej, wiasciwosci i
wystgpowania czwartorzgdowych soli amoniowych (CSA) w przyrodzie oraz ich réznorodnego
wykorzystania w medycynie i w przemysle. Oméwita fizykochemiczne wihasciwosci kationowych
powierzchniowo czynnych (surfaktantow) CSA gemini ze szczegdlnym uwzglednieniem ich aktywnosci
biologicznej i mozliwosci wykorzystania tych zwiazkéw jako syntetycznych nosnikéw DNA w procesie
transfekcji. Kolejny rozdziat dotyczy formowania biofilméw oraz strategii ich zwalczania - w tym
miejscu pozwolg sobie na uwage, ze musza by¢ co najmniej dwa podrozdzialy- jeden nie ma sensu
(rozdziat 3 ,,Biofilm” podrozdziat 3.1 ,,Strategie zwalczania biofilmu™).W zwiazku z podjeciem badan
zmierzajacych do poznania molekularnych mechanizmoéw dziatania CSA gemini wykorzystujac drozdze
S. cerevisiae jako modelowy organizm ostatni rozdziat wstgpu traktuje o strukturze i wlasciwosciach

btony komérkowej drozdzy.

Rozdzial III Cele pracy zostaty jasno sformulowane. Doktorantka przedstawita konkretne
zadania badawcze, ktére konsekwentnie realizowata. Zadaniem mgr Agaty Piecuch byla ocena
wlasciwosci  bakterio- 1 grzybobdjczych serii nowo zsyntetyzowanych czwartorzedowych soli
amoniowych gemini (CSA gemini). Ponadto, wykorzystujac komorki drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, Doktorantka podjela badania zmierzajace do poznania molekularnych mechanizméw
dziatania tych soli . Kolejnym zadaniem bylo zbadanie zdolnosci wybranych CSA gemini do tworzenia

liposomdw celem ich wykorzystania do transfekcji ludzkich komorek.

Rozdzial IV. Materialy Tabela I w tym rozdziale zatytutowana ,, Szczepy bakteryjne i grzybowe”
zawiera kolumng¢ Genotyp. Okreslenie szczep kliniczny dla Staphylococus epidermidis B374,
Staphylococus ureus R99, Enterococcus faecalis 30VRE nie jest genotypem. Brak réwniez danych
dotyczacych  Staphylococus epidermidis ATCC 35984, Pseudomonas aeruginosa PAOI, E.coli
ATCC10536 i Candida albicans ATCC90028. Poza tabela w tym rozdziale umieszczono opisy
stosowanych pozywek mikrobiologicznych, buforéw i barwnikéw oraz przedstawiono strukture

chemiczna badanych czwartorzgdowych soli amoniowych gemini.

W kolejnym rozdziale (Rozdzial V) Metody Doktorantka wyczerpujaco opisata zastosowane

procedury, ktére zostaty prawidtowo dobrane do postawionych zadan badawczych.



Rozdzial VI Wyniki obejmujacy czgs¢ doswiadczalng pracy jest podzielony na jedenascie gtéwnych
podrozdziatéw odpowiadnio do postawionych zadan. Kazdy podrozdziat zawiera opis celu
eksperymentu, wyniki doswiadczen zestawione w tabelach, w postaci diagraméw lub zdjeé
mikroskopowych i jest zakonczony krétkim wnioskiem. Wigkszosé wynikéw odnoszaca si¢ do badania
aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej nowozsyntetyzowanych CSA gemini (trzy
podrozdzialy) zostala opublikowana w czterech recenzowanych, migdzynarodowych czasopismach z
listy filadelfijskiej . W jednej publikacji mgr Agata Piecuch jest pierwszym autorem , a w trzech drugim.
Wszechstronnie przebadany wplyw glicyno- i alanino- pochodnych CSA gemini pozwolil na ocen¢
zaleznosci efektywnosci dziatana poszczegdlnych soli na ich aktywnos¢ przeciwadhezyjng do réznych
powierzchni oraz ich wplywu na przezywalno$¢ oraz eradykcj¢ biofilmu bakteryjnego i Candida
albicans. (uwaga dotyczy wykresow 19 i 20 -eradykcja biofilméw, umieszczenie na osi rzednych
wartos¢i 120% nie ma sensu). Autorka ustalita zaleznos¢ wyzej wymienionych aktywnosci od struktury
chemicznej badanych surfaktantow. O wartosci otrzymanych wynikéw $wiadczy nie tylko ich
opublikowanie w 4 naukowych czasopismach, ale rowniez dwa zgloszenia patentowe, ktére swiadcza o
potencjalnym znaczeniu praktycznym prowadzonych badan.

Wyniki przedstawione w drugiej czgsci rozprawy (rozdzialy VI4-VI7) stanowia istotny element
badan ukierunkowanych na wyjasnienie molekularnych mechanizméw cytotoksycznego dziatania CSA
gemini. Wybranym organizmem w tych badaniach sa drozdze S. cerevisiae. Doktorantka sprawdzilta
cytotoksycznos¢ wybranych glicyno- i alanino pochodnych CSA gemini wobec komoérek drozdzy i
wyznaczyla minimalne stezenie hamujace wzrost (MIC-Minimal linhibitory Concentration). Stosujac
inhibitory o stezeniu MIC Autorka zbadata wptyw CSA gemini na przepuszczalnos¢ btony komoérkowej
S. cerevisiae i wykazata, ze zaleznie od dhlugosci hydrofobowego tancucha alkilowego badane
surfaktanty zwigkszaja przepuszczalno$¢ btony komorkowej, a nawet przerywaja jej ciagtos¢. Ponadto
okazato sig, ze pochodne o 10- i 12- weglowych fancuchach alkilowych powoduja zmiany w skladzie
lipidowym btony komérkowej. Moim zdaniem dane przedstawione w Tabeli 11-ej i w postaci diagramu
(Rys.38) maja charakter wstepny. Przed opublikowaniem wynikéw doswiadczenia powinny by¢
powtdrzone tak, zeby zaobserwowane roznice w zawartoséi kwasow thuszczowych i ergosterolu w
blonie komérkowej komérek drozdzy traktowanych CSA geminid byly statystycznie znamienne. Poza
tym warto potwierdzi¢ wyniki uzywajac inne szczepy nie bedace pochodnymi szczepu X1278b. Istotne
znaczenie tych badan wynika z faktu, ze sktad blony komoérkowej S. cerevisiae jest taki jak grzyboéw
patogennych zatem wyniki dotyczace wplywu CSA gemini na przepuszczalnos¢ blony komorkowej S.
cerevisiae moga przyczyni¢ si¢ do poznania mechanizméw bdjczych wiasciwosci tych zwiazkéw wobec
ludzkich patogendw, takich jak Candida.

Eksperymenty opisane w rozdziatach VI8-VI11 dotyczyly sprawdzenia zdolnosci wybranych CSA
gemini do tworzenia lipopleksow celem ich wykorzystania do transfekcji ludzkich komérek. Od lat 90
tych ubieglego wieku trwaja intensywne badania nad opracowaniem systemow transfekcji komorek

ssaczych warunkujacych wydajna i bezpieczna terapi¢ genowa. Surfaktanty gemini zaliczono do grupy



obiecujacych syntetycznych nosnikow DNA. W swojej pracy mgr Agata Piecuch zbadata zdolno$é
wybranych CSA gemini do formowania liposoméw. Dla 16 glicyno- i alanino-pochodnych CSA gemini
o réznej dhugosci tafncuchéw alkilowych wyznaczono zdolno$¢ do samo agregacji mierzong jako
krytyczne stezenia micelarne - CMC. Cztery surfaktanty o niskiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
zbadano pod katem zdolnosci tworzenia liposoméw, kondensacji DNA i tworzenia lipopleksow.
Okazalo sig, ze tylko jeden zwigzek TMEAL-12Cl tworzyl lipopleksy, dwa surfaktanty wykazywaty
zdolno$¢ kondensacji DNA przez micele, a badany CSA gemini TMEAL-14 Br nie wiazat
plazmidowego DNA. Niestety pomimo zdolnosci do kondensacji DNA przez CSA gemini nie zdaty one
egzaminu jako mozliwe nosniki genéw poprzez transfekcje, bowiem jak wykazata Doktorantka sa one
dla ludzkich komoérek cytotoksyczne nawet w niskich stezeniach. Pomimo negatywnego wyniku
uwazam, ze nalezy nadal poszukiwaé odpowiednich warunkéw transfekcji, ktore nie prowadzity by do
$mierci komorek.

Podczas czytania rozdzialu Wyniki odczutam brak szczegétowych podpiséw pod rysunkami i
tabelami i co powodowato koniecznos¢ nieustannego siggania do rozdziatu Metody.

Konsekwentna i logiczna dyskusja wynikow jest przeprowadzona na podstawie aktualnego
pismiennictwa i podobnie jak wstep $wiadczy o dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktorantki.

Najwazniejsze osiagnig¢cia Autorki obrazuje szes¢ zwigztych wnioskdw.

Dobrane metody, przeprowadzone doswiadczenia oraz uzyskane wyniki dobitnie $wiadcza o duzej

pomystowosci, pracowitosci i dojrzatosci naukowej magister Agaty Piecuch.
Mgr Agata Piecuch jest wspdtautorka osmiu publikacji:

Piecuch A, Oblak E, Guz-Regner K. Antibacterial Activity of Alanine-Derived Gemini Quaternary
Ammonium Compounds. J Surfactants Deterg. 2016,19:275-282

Piecuch A, Lamch L, Paluch E, Oblak E, Wilk KA. Biofilm prevention by dicephalic cationic
surfactants and their interactions with DNA. J Appl Microbiol. 2016,121:682-692.

Obtak E, Piecuch A, Dworniczek E, Olejniczak T. The influence of biodegradable gemini surfactants,
N,N'-bis(1-decyloxy-1-oxopronan-2-yl)-N,N,N',N' tetramethylpropane-1,3-diammonium dibromide and
N,N'-bis(1-dodecyloxy-1-oxopronan-2-yl) N,N,N',N'-tetramethylethane-1,2-diammonium dibromide, on
fungal biofilm and adhesion.J Oleo Sci. 2015,64:527-537.

Obtak E, Piecuch A, Guz-Regner K, Dworniczek E. Antibacterial activity of gemini quaternary
ammonium salts. FEMS Microbiol Lett. 2014, 350:190-198.

Obtak E, Piecuch A, Krasowska A, Luczynski J. Antifungal activity of gemini quaternary ammonium
salts. Microbiol Res. 2013, 168:630-138.

Piecuch A, Lamch L, Paluch E, Oblak E, Wilk KA. Biofilm prevention by dicephalic cationic
surfactants and their interactions with DNA. J Appl Microbiol. 2016,121:682-692



. Piecuch A, Oblak E. Yeast ABC proteins involved in multidrug resistance.Cell Mol Biol Lett. 2014
,19:1-22.

Piecuch A, Oblak E. Mechanisms of yeast resistance to environmental stress. Postepy Hig Med Dosw .
2013, 67:238-254

Jarmuta A., Obtak E., Wawrzycka D., Gutowicz J. (2011) Oporno$¢ wielolekowa zwigzana z aktywnym
usuwaniem lekdw z komorek drobnoustrojow. Postepy Hig Med Dosw 65: 216-227.

Sze$¢ prac doswiadczalnych  opublikowane w renomowanych czasopismach z listy
filadelfijskiej. W czterech publikacjach Dwie prace przegladowe opublikowano w Postgpach Higieny i
Medycyny Doswiadczalne;j.

Konczac moja opini¢ stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa w pelni spelnia warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.z 2014r poz. 1852 oraz z 2015r poz. 249 i 1767) dlatego
przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytety Wroctawskiego wniosek o

dopuszczenie mgr Agaty Piecuch do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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