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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Emila Palucha
pt. ,Biologiczna aktywno$¢ nowo zsyntetyzowanych kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych

wobec wybranych mikroorganizméw”

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

Przedstawiona do oceny praca wpisuje si¢ w cykl badan prowadzonych pod kierunkiem dr hab.
Ewy Oblak nad biologiczng aktywnoscia czwartorzedowych soli amoniowych o réznej strukturze
chemicznej (monomeryczne, gemini i wielofunkcyjne), ktére zaowocowaly licznymi pracami
opublikowanymi w renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej oraz pracg doktorskg Agaty
Piecuch (2016).

Nie mozna przecenié znaczenia prowadzonych badan. Zwigzki powierzchniowo-czynne, do
ktérych nalezg surfaktanty, sa jedng z kluczowych grup zwigzkéw chemicznych syntetyzowanych,
badanych i stosowanych praktycznie we wszystkich galeziach przemystu i w codziennym Zyciu. Obecnie
Swiatowa produkcja surfaktantéw wynosi okoto 18 min ton rocznie i przewiduje sie, Ze jej warto§¢ w
2018 roku osiagnie 30,7 mld USD. Coraz bardziej wymagajacy jest rynek surfaktantéw, obecnie
poszukuje si¢ zwigzkéw aktywnych w niskich stezeniach, a przy tym biodegradowalnych.

Badania prowadzone w zespole dr hab. Ewy Oblak we wspélpracy z Wydziatem Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej skierowane sg na wykorzystanie surfaktantéw pochodnych soli amoniowych
w skonstruowaniu nowej klasy zwigzkéw ( lub lekéw) przeciwdrobnoustrojowych. Jest to palacy
ogb6lno $wiatowy problem, poniewaz wiele powszechnie stosowanych antybiotykow, w tym nawet tzw.
antybiotyki ostatniej szansy takie jak wankomycyna czy kolicyna traca skuteczno$é dzialania wobec
nabywajacych oporno$¢ bakterii.

Do zwiazkow niespokrewnionych z antybiotykami o bdjczym dzialaniu wobec drobnoustrojéw

nalezg czwartorzedowe sole amoniowe (CSA). Na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej
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zaprojektowano i zsyntetyzowano nowe dimeryczne sole tzw. CSA gemini. Przetestowanie aktywnodci
biologicznej tych zwiazkéw, wykazanie efektywnosci ich dziatania zaleznie od struktury chemicznej
bylo gtéwnym zadaniem mgr Agaty Piecuch. Przedmiotem badan mgr. Emila Palucha byly kationowe
surfaktanty wielofunkcyjne (KSW), pochodne czwartorzedowych soli amoniowych (CSA) oraz
dimetyloaminy, ktére zostaly zsyntezowane na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroclawskiej pod
kierunkiem Pani Profesor Kazimiery A. Wilk. Badania zaplanowano w oparciu o dotychczasowe wyniki
opisane w literaturze i badania wlasne zespotu prof. Kazimiery A. Wilk i profesor Ewy Obtak.

Ocena sposobu przedstawienia pracy

Rozprawa doktorska mgr Emila Palucha zawiera 10 nastgpujacych rozdziatéw: Wstep, ktory
poprzedza wykaz skr6téw uzytych w pracy, spis tabel, rysunkéw, wykreséw i zdjeé, Cel pracy,
Materialy, Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Literatura, Abstract, Dorobek naukowy.
Calos¢ rozprawy obejmuje 195 stron.

Wstep

Obszerny wstep (52 strony), opracowany na podstawie bogatego i aktualnego pismiennictwa,
swiadczy o bardzo dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktoranta do realizacji podjetego tematu
pracy.

Wstep sklada sig z czterech gléwnych podrozdzialéw. W pierwszym podrozdziale Autor
opisat strukture i klasyfikacje surfaktantéw, szczeg6lng uwage poswiecajac kationowym surfaktantom
wielofunkcyjnjm, zwlaszcza ich biologicznej aktywnosci i mozliwosci zastosowania w medycynie. W
drugim podrozdziale Doktorant przedstawit dane literaturowe dotyczace wiasciwosci biofilméw i
metod ich zwalczania. Trzeci podrozdzial obejmuje charakterystyke wybranych do badan bakterii
Staphylococcus  epidermidis, Pseudomonas aeruginosa oraz grzybow Candida albicans 1
Saccharomyces cerevisiae. Czwarty podrozdziat przedstawia mozliwosci wykorzystania drozdzy S.
cerevisiae jako modelowego organizmu w badaniu molekularnych mechanizméw dziatania
kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych.

Cel pracy

Cel pracy zostal jasno sformutowany, jest nim okreslenie biologicznej aktywnosci nowo
zsyntezowanych kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych, pochodnych dimetyloaminy oraz
czwartorzgdowych soli amoniowych. Doktorant przedstawil trzy konkretne zadania badawcze, ktére
konsekwentnie realizowat.

Materialy
W tym rozdziale przedstawiono strukture i charakterystyke chemiczng badanych surfaktantéw,

spis stosowanych szczepéw bakteryjnych i grzybowych oraz opisy wykorzystanych podtozy
mikrobiologicznych, buforéw i barwnikéw.
Metody

Ten rozdziat zawiera szczegétowo opisane stosowane procedury, ktére zostaly prawidtowo

dobrane do postawionych zadar badawczych.



Wyniki

Czgsé doswiadczalna pracy (66 stron) obejmuje trzynascie podrozdzialéw. Ta czes¢ pracy
zwraca uwagg logicznym zaplanowaniem i dokladnoscia wykonania eksperymentéw.
Wyniki doswiadczeri zostaly zestawione w tabelach, w postaci wykreséw, diagraméw lub zdjeé
mikroskopowych. Zgodnie z zadaniami przedstawionymi w rozdziale Cel pracy Doktorant wyznaczyt
dla osmiu kationowych surfaktantow wielofunkcyjnych  pochodnych czwartorzedowych  soli
amoniowych i dimetyloaminy minimalne stezenia hamujace wzrost i béjcze dla wybranych bakterii i
grzyb6éw. Do dalszych eksperymentéw Doktorant wybrat najsilniej dziatajace surfaktanty o 14-to i 16-to
weglowych fancuchach alkilowych i sprawdzit ich wplyw na adhezje szczepéw Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis oraz Candida albicans do powierzchni polistyrenowej,
metalowej, sylikonowej i szklanej. Wykazat, ze najwigkszg aktywno$é przeciwadhezyjng badanych
surfaktantéw obserwowano na powierzchni metalowej. W kolejnych eksperymentach mgr Paluch badat
wplyw wybranych kationowych surfaktantéw wielofunkeyjnych na tworzenie oraz eradykacje
biofilm6w przez szczepy P. aeruginosa, S. epidermis oraz C. albicans na powierzchni polistyrenowe;j.
Wyniki tej serii do§wiadczefi wskazuja na najwyisza aktywnosé przeciwdrobnoustrojowg wybranych
kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych (zwiazkéw z 14- i 16-weglowym lancuchem alkilowym w
porownaniu do surfaktantéw z 10- i 12- weglowym tafcuchem hydrofobowym) zaréwno wobec form
planktonicznych, jak i biofilmowych, przy czym zwigzki te wykazuja silniejsze dziatanie wobec
komodrek grzybéw niz bakterii. Z kolei pochodne dimetyloaminy wykazuja wigkszg zdolnoéé do
redukcji biofilmu tworzonego przez badane drobnoustroje niz pochodne czwartorzedowej soli
amoniowej. Pochodne dimetyloaminy nie tylko wywolujg znaczacy spadek przezywalnosci komérek w
biofilmie C. albicans, ale tez prowadza do zahamowania proceséw filamentacji tego grzyba.
Inng seri¢ badan stanowig doswiadczenia zmierzajace do poznania mechanizméw grzybobdjczego
dziafania kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych. Obiektem badan byly drozdze C. albicans i S.
cerevisiae. Sprawdzano wplyw wybranych zwigzkéw na ciaglo¢ blon komérkowych i wewnatrz
komorkowy transport lipidéw, a takze ich wplyw na zawarto$é nasyconych i nienasyconych kwasow
thuszczowych, ergosterolu i lanosterolu w blonach komérkowych S. cerevisiae. Okazato sie, ze badane
surfaktanty powodowaly niewielkie zmiany w stosunku nienasyconych do nasyconych kwaséw
tluszczowych, przy czym pochodne dimetyloaminy i czwartorzedowe sole dziataly réznie. Podobnie
zmianie ulegata zawarto$c ergo- i lano-sterolu. Moim zdaniem obserwowane zmiany w skladzie
lipidowym blon i kropli lipidowych nie sa bardzo znaczgce. Réwniez zmiany morfologii komérek
wprawdzie widoczne nie sg dramatyczne. Spektakularna natomiast jest indukcja stresu oksydacyjnego
w komérkach drozdzy, zwlaszcza pod wplywem dimetyloaminy o 14-to weglowym lahcuchu
alkilowym.

W zwigzku z planowanymi badaniami w kierunku wykorzystania kationowych surfaktantéw
wielofunkeyjnych, pochodnych CSA i pochodnych dimetyloaminy jako nosnikéw genéw i lekéw

wykazano ich zdolno$¢ do formowania miceli i kondensacji DNA. Niestety kolejne doswiadczenia



wykazaly, ze badane zwigzki sg cytoto- i genotoksyczne, a zwigzki z 16-weglowym laficuchem
alkilowym s3 mutagenne. Natomiast pochodne dimetyloaminy wykazuja silne wlasciwosci
hemolityczne.
Dyskusja
Konsekwentna i logiczna dyskusja wynikéw jest przeprowadzona w oparciu o dane literaturowe
i podobnie jak wstgp $wiadczy o dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktoranta. Interpretacja
wynikéw nie budzi zastrzezen. Interesujace s propozycje Autora w odniesieniu do eksperymentow,
ktore pozwolilyby na bardziej szczeg6lowe rozwiazywanie probleméw molekularnych mechanizméw
dziafania kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych istotnych zwiaszcza dla podjetych badad nad
wykorzystaniem tych zwigzkéw jako nosnikow DNA i/lub lekéw w procesie transfekcji.
Podsumowanie
Najwazniejsze osiggnigcia Autora obrazuje 13 zwiezlych i waznych wnioskéw. W punkcie 5-
tym ,Kationowe surfaktanty wielofunkcyjne moja zdolno$é do hamowania produkeji czynnikéow
wirulencji przez P. aeruginosa, w szczeg6lnosci piowerdyny” dodalabym do nieznacznego
hamowania.
Moim zdaniem zabraklo stwierdzenia, ze wybrane kationowe surfaktanty wielofunkcyjne sg
w stanie wydajnie formowa¢ micele.
Literatura
Spis zawiera 272 pozycji literaturowych.
Abstract
Abstract jest krotkim streszczeniem w jezyku angielskim zatozen i wynikdw pracy.
Dorobek naukowy
Na podkreslenie zashiguje fakt, ze czg$¢ wynikéw przedstawionej do oceny pracy zostata
opublikowana. Mgr Emil Paluch jest wspélautorem prac:
Paluch E., Piecuch A., Oblagk E., Lamch L., Wilk K. Antifungal activity of newly synthesized
chemodegradable dicephalic-type cationic surfactants. Colloids and surfaces: biointerfaces vol. 164
p.34-41 2018.
Piecuch A., Lamch L., Paluch E., Oblgk E., Wilk K. Biofilm prevention by dicephalic cationic
surfactants and their interactions with DNA, Journal of Applied Microbiology vol. 121 p.682-692
2016 .
Publikacja - Ksigzczyk M., Kuczkowski M., Dudek B., Korzekwa K., Tobiasz A., Korzeniowska-
Kowal A., Paluch E., Wieliczko A., Bugla-Ploskofiska G. Application of routine diagnostic
procedure, VITEK 2 Compact, MALDI-TOF MS and PCR assays in identification procedure of
bacterial strain with ambiguous phenotype, Current Microbiology vol. 72 p.570-582 2016. 194
zawiera wyniki pracy magisterskiej Doktoranta.
Mgr Paluch wyniki swojej pracy prezentowat na pigciu migdzynarodowych konferencjach oraz
o$miu konferencjach krajowych. Byl beneficjentem wewnetrznego grantu UWr. ,Mlodych



Naukowcédw” w ramach dotacji docelowej na prowadzenie badah naukowych shuzacych rozZwojowi
modych naukowcéw i doktorantéw pt. ,Mechanizm dzialania kationowych surfaktantow
wielofunkcyjnych na komérki grzybow”.

Moje uwagi jako recenzenta maja charakter edytorski. Jako czytelnik odczuwatam brak bardziej
szczegbtowych podpiséw pod tabelami i rysunkami oraz odniesien w rodzaju: jak wykazano w Tabeli
lub na rysunku tak, jak omawia si¢ wyniki w publikacjach.

Czgsto pojawialy sig¢ sformufowania ,syntetyzowano za pomoca inZynierii” zamiast prosto
zsyntetyzowano. Rysunek 6 str. 25: Potencjalny model adhezji. Model nie jest potencjalny co
najwyzej proponowany.

Str. 26 zakazenia jatrogenne i szpitalne - zakazenia jatrogenne nalezg do zakazen szpitalnych.

Str. 43 Autor nazwat Candida albicans grzybem drozdzopodobnym - C. albicans tak jak drozdze
piekarskie Saccharomyces cerevisiae nalezy do rzedu Saccharomycetes.

Str. 45 ,,genom drozdzy sklada si¢ z okoto 12,8 milionéw par zasad, ktére obejmujg 6 275 otwartych
ramek odczytu ORF (z ang. open reading frame) zlokalizowanych na 16 chromosomach (przyjmuje
sig, ze 5 800 stanowi miejsca ORF dla funkcjonalnych gendw). Nie rozumiem co oznacza te 5800
miejsc.

Liczne sg tzw. kalki jezykowe z angielskiego np. stezenia inhibujgce - zamiast hamujgce, leki si¢
aplikuje a mozna po prostu podawaé itp. Te uwagi to na przyszio$é, gdyby Dr Emil Paluch pisat
artykuly w jezyku polskim.

Podsumowujac dobrane metody, przeprowadzone doswiadczenia oraz uzyskane wyniki
$wiadcza o duzej pomystowosci, pracowitosci i dojrzalosci naukowej mgr Emila Palucha. Badania
zawarte W powyzszej pracy umozliwily poznanie biologicznej aktywnosci nowo zsyntetyzowanych
kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych, pochodnych czwartorzgdowych soli amoniowych oraz
dimetyloaminy. W przeprowadzonych badaniach Doktorant wykazat wiasciwosci przeciwbakteryjne
oraz przeciwgrzybowe kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych, a takze ich wplyw na adhezj¢
wybranych patogenéw oportunistycznych do réznych powierzchni. Okredlit zaleznosci miedzy
strukturg chemiczng zwigzkow a efektem ich dziatania. Uzyskane wyniki wskazujg, Zze dziatanie
kationowych surfaktantéw wielofunkcyjnych moze by¢ zwigzane z indukowaniem  stresu
oksydacyjnego oraz zaburzeniami w strukturze blon komérkowych.

Konczac moja opini¢ stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa w pelni spelnia
warunki okre$lone 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. or 65, poz. 595 z p6zn. zm.), dlatego
przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego

wniosek o dopuszczenie magistra Emila Palucha do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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