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Pracy doktorskiej Pana mgra Emila Palucha
pt. ”Biologiczna aktywno$¢ nowo zsyntetyzowanych kationowych surfaktantow

wielofunkcyjnych wobec wybranych mikroorganizmoéw”

Wzrastajaca opornos¢ drobnoustrojéw na powszechnie stosowane antybiotyki
1 chemioterapeutyki, coraz ~ czesciej, powoduje trudnosci w osiaganiu  sukcesu
terapeutycznego w leczeniu infekcji u ludzi i zwierzat. Problem ten generuje dazenia do
poszukiwania nowych substancji o charakterze bakterio- i grzybobéjczym. Kationowe
surfaktanty naleza do zwigzkéw szeroko wykorzystywanych w réznych obszarach medycyny

oraz jako dezynfektanty.

Praca doktorska Pana mgr. Emila Palucha pt.: Biologiczna aktywno$¢ nowo
zsyntetyzowanych  kationowych —surfaktantéw wielofunkcyjnych wobec  wybranych
mikroorganizméw, zostata przedstawiona w formie manuskryptu ksigzki. Rozprawa liczy
tacznie 195 stron i jest przygotowana w sposéb tradycyjnie przyjety dla tego typu
opracowan, czyli podzielona na klasyczne rozdzialy, takie jak: Wstep, Cel pracy, Materiaty,
Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Literaturai Abstrakt.

Przedstawiona do oceny praca doktorska koncentruje sie na problematyce biologicznej
aktywnosci nowo zsyntetyzowanych kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych. Autor
W sposdb kompleksowy charakteryzuje przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa aktywnosé

kationowych surfaktantow. Cz¢sé doswiadczalna pracy jest poprzedzona dobrze
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przemyslanym wstepem literaturowym, obrazujacym obecny stan wiedzy obejmujace;
zagadnienia zwigzane z budows, klasyfikacja i aktywnoscig biologiczng kationowych
surfaktantéw oraz mozliwoscig potencjalnego ich zastosowania w medycynie. W dalsze;
czgsci wstepu ze wzgledu na postawione cele pracy, Autor w sposob szczegdtowy
zapoznaje czytelnika z etapami powstawania i strategig zwalczania biofilmu tworzonego
przez patogeny oportunistyczne. Nastepnie opisuje strukture i wlasciwosci blony komérkowej
drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako organizmu modelowego, uwzgledniajac szczegétows
kompozycje lipidowg i biatka btony komoérkowej drozdzy, oraz  stres oksydacyjny
w komoérkach drozdzy. ,,Wstep” pracy jest napisany przejrzystym jezykiem naukowym,
dostarcza czytelnikowi wszystkich informacji koniecznych dla wlasciwej oceny pozostatych
czesci pracy. Dobor zagadnien omawianych we ,,Wstepie” pracy jest rowniez dobrze/gleboko
przemyslany i SciSle zwigzany z  prezentowanymi w dalszych rozdziatach wynikami
wilasnymi Autora.

Cel gtéwny pracy dotyczacy okreslenia : ,biologicznej aktywnosci nowo
zsyntezowanych kationowych surfaktantow wielofunkcyjnych, pochodnych dimetyloaminy
oraz czwartorzedowych soli amoniowych” zostat przedstawiony w sposéb jasny, a nastepnie
zostat uszczegdtowiony przedstawieniem planu badawczego Doktoranta.

W rozdziale ,Materiaty” Autor charakteryzuje strukture chemiczng stosowanych
w pracy kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych, wymienia wykorzystywane
w  badaniach szczepy bakteryjne i grzybowe, podioza mikrobiologiczne, stosowane bufory
1 odczynniki chemiczne oraz barwniki i materiaty dodatkowe. W tym rozdziale Autor podaje
skad pochodzg uzyskane do badan surfaktanty i odsyla czytelnika do pozycji literaturowych:
Wilk i wsp., 2010 oraz Skrzela i wsp., 2010, ktdre nie wystepujg w spisie literatury.

W rozdziale ,,Metody” Doktorant zapoznaje czytelnika z zastosowang metodologia
badan. Autor wykorzystywat 22 rodzaje procedur dla zrealizowania celéw badawczych.
Ponadto niektére sposréd procedur byly dodatkowo rozbudowane o liczne metodyki
dodatkowe. Na przyktad punktkl4. w rozdziale "Metody” pt.. Wplyw kationowych
surfaktantéw wielofunkcyjnych na kompozycje kwaséw tluszczowych i steroli drozdzy
S. cerevisiae, obejmowal procedure uzyskiwania sferoplastow, izolacje blon komérkowych,
izolacj¢ kropli lipidowych , estryfikacje kwaséow tluszczowych do estréw metylowych

kwasow ttuszczowych i analizg estrow kwasow ttuszczowych. Podobnie punktl6. ,, Techniki
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mikroskopowe”, obejmuje procedury mikroskopii fluorescencyjnej, kontrastowo-fazowej
i elektronowej z podpunktami. Tak szeroki wachlarz wykorzystanych metod (w sumie ponad
30) dowodzi, ze Doktorant w czasie realizacji pracy zdoby?t szerokie doswiadczenie w pracy
laboratoryjnej. Wszystkie procedury zostaty doktadnie opisane w sposéb umozliwiajacy ich
odtworzenie w innym laboratorium. Kazda z metod zostata wykorzystana w sposdb zasadny
dla rozstrzygniecia zatozonego celu pracy.

W moim odczuciu zastosowanie ogoélnych schematéw obrazujgcych — wykorzystanie
poszczegdlnych metod do analiz na poziomie komorkowym jako jeden schemat oraz analiz na
poziomie subkomérkowym jako drugi schemat i zamieszczenie ich w formie ,,przewodnika”
znacznie utatwiloby odbior tresci tego rozdziatu.

Materiatem do badan Doktoranta byly kationowe surfaktanty wielofunkcyjne (KSW),
pochodne czwartorzedowych soli amoniowych (CSA) o zmiennym tancuchu alkilowym oraz
pochodne dimetyloaminy o zmiennym tancuchu alkilowym. Otrzymane w trakcie
przeprowadzonych badan wyniki dowodza skutecznej realizacji celéw pracy. Wszystkie
eksperymenty opisane w rozdziale ,,Wyniki” zostaly w sposob logiczny i fachowy
zaplanowane, wykonane i opisane przez Doktoranta.

Analizujagc aktywnos¢ przeciwbakteryjng 1 przeciwgrzybows kationowych surfaktantow
wielofunkcyjnych Doktorant wyznaczyt minimalne st¢zenie hamujagce MIC i minimalne
stezenie bojcze badanych surfaktantow wobec wybranych bakterii Gram-dodatnich, Gram-
yjemnych oraz grzybéw. Przeanalizowal wptyw wybranych wielofunkcyjnych surfaktantéw
kationowych na proces filamentacji u Candida albicans. Przeanalizowal dziatanie
przeciwadhezyjne kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych wobec wybranych
mikroorganizméw na réznych powierzchniach abiotycznych w tym adhezj¢ wybranych
drobnoustrojéw do powierzchni polistyrenowej, metalowej, sylikonowej oraz do powierzchni
szklanej. Zbadal dziatanie przeciwbiofilmowe kationowych surfaktantow wielofunkcyjnych
wobec wybranych drobnoustrojéw, a w tym ich wplyw na produkcje biofilmu Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans. Zbadat wpltyw wybranych
kationowych surfaktantow wielofunkcyjnych na eradykacje biofilmu P. aeruginosa,
S.  epidermidis 1 C. albicans. Analizowat wptyw badanych kationowych surfaktantéw
wielofunkcyjnych na przezywalnos$é C. albicans oraz ich oddzialywanie na wybrane czynniki
wirulencji P.aeruginosa . Ten etap badan, obejmujacy relacje : komodrka - surfaktant —

powierzchnie abiotyczne z réznych materialdéw, w moim odczuciu, powinien znalezé
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podsumowanie np. w formie tabeli pordwnawczo-zbiorczej ukazujacej sposob oddziatywania
testowanych zwigzkow. Takie pordwnanie pozwolitloby na uzyskanie jasnego obrazu, ktory
z badanych surfaktantéw wywieral pozadany efekt (tj. niwelowal adhezje¢ do réznych
powierzchni abiotycznych, wplywal hamujaco na zdolno$¢ tworzenia biofilmu czy tez
wptywat na jego eradykacje) i w jakim uktadzie badania.

Aktywno$¢ przeciwgrzybowsg kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych Doktorant badat
wobec komorek C. albikans i S. cerevisie. To kolejny etap badan obejmujacy kompleksowa
analize na poziomie struktury komorkowej. Badania obejmowaty wplyw KSW
na integralnos¢ i przepuszczalnosé blony komorkowej drozdzy jako organizmu modelowego.
Nastepnie dokonano oceny wyplywu DNA oraz jondw potasu 1 wapnia z komorek drozdzy
pod wpltywem badanych zwigzkéow. Wykorzystujac techniki mikroskopii fluorescencyjnej
przeprowadzono analize cigglosci blon komoérkowych drozdzy i akumulacji kropli
lipidowych. Nastepnie analizowano wptyw badanych surfaktantéw na sktad i. kompozycje
kwaséw ttuszczowych i steroli w blonie komorkowej i kroplach lipidowych drozdzy
z wykorzystaniem chromatografii gazowej. Kolejng faze badan stanowila analiza stresu
oksydacyjnego w komorkach drozdzy pod wplywem KSW przy wykorzystaniu metody
spektrofluorymetrycznej i mikroskopii fluorescencyjnej. Autor wykazat, ze wybrane KSW
powodujg stres oksydacyjny w komorkach wybranych szczepéw drozdzy. Przeprowadzit
analize produkcji wewnagtrzkomérkowego anionorodnika ponadtlenkowego i dokonat oceny
wplywu KSW na inicjacje mitochondrialnego stresu oksydacyjnego w komorkach Candida
albicans 1 Saccharomyces cerevisie. W celu okreslenia dziatania badanych surfaktantow
na komérki mikroorganizméw Doktorant przeprowadzil ich obserwacje w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym zardwno w warunkach kontrolnych jak i w obecnosci
testowanych zwigzkéw. Uwazam, Zze podsumowaniem tego etapu badan, tak jak
wczesniejszego, powinna by¢ tabela poréwnawcza. Koncowy etap badan to, zgodnie
z zatozonym celem pracy, analiza mozliwosci wykorzystywania badanych surfaktantow jako
nos$nikow lekow. W tym celu przeprowadzono analizy zdolnosci wybranych surfaktantow,
wykazujacych niskg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, do kondensowania DNA
i tworzenia struktur lipoplekséw. Nastepnie Doktorant dokonal oceny wlasciwosci
mutagennych, genotoksycznych i hemolitycznych badanych surfaktantéw, co stanowi
istotny element analiz podczas szacowania bezpieczenstwa stosowania substancji o

potencjalnym dziataniu przeciwbakteryjnym lub przeciwgrzybowym.
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Dyskusja pracy zostala napisana dojrzale, a Doktorant w sposob krytyczny odnosi
swoje wyniki do danych literaturowych. Ponadto dyskusja wskazuje na doglebng znajomosé
problematyki podjetej w pracy i  dobra znajomo$¢ szerokiej gamy literatury, co
spowodowato, ze jest obszerna, ale tez merytoryczna. Prace doktorska konczy podsumowanie
sktadajace si¢ z 13 trafnie formutowanych wnioskéw, zwigzanych z zalozonymi celami.

Za wazny element uwazam tez fakt opublikowania czgsci wynikow zawartych w rozprawie
doktorskiej w postaci artykulu naukowego w czasopismie Colloids and surfaces: biointerface
(vol.164 p.34-41,2018), gdzie Doktorant jest pierwszym autorem.

W spisie literatury zauwazytam duzo niescistosci. Doktorant wymienia 272 pozycje
literatury, sposréd ktérych pozycja 16 1 17 to ta sama praca, powtdrzeniem sg tez pozycje 130
1 131. Ponadto pozycje 76 i 227 sa bezimienne, a pozycje 3,7,91,93,182,258 i 265 nie sg
cytowane w tekscie. W spisie literatury brakuje natomiast prac, ktére sg cytowane w tekscie:
Khachane i wsp., 2014 (str.33); Mattick, 2002 (str.35); Caetano i wsp., 2010 (str.36);
Frackowiak 1 wsp., 2012 (str.54); Skrzela iwsp.,2010 (str.54); Wilk 1 wsp. 2010 (str.54);
McPhee i wsp. 2003 (str.152); Bécking 1 wsp., 2000 (str.159); Guerin-Mechin i wsp., 1999
(str.161).

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg Pana mgra Emila Palucha uwazam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia warunki okreslone w art.13 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dn.14.03.2003r
(Dz.U. nr 65 poz.595) z pdzniejszymi zmianami. Jestem przekonana, ze cele rozprawy
doktorskiej zostaty osiggnigte, a uzyskane wyniki nalezy uzna¢ za oryginalne i wartosciowe,
o znacznych walorach poznawczych. W zwiagzku z tym, zwracam sie do Wysokiej Rady
Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgra Emila

Palucha do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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