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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz
zatytutowanej
Nowe polimery antybakteryjne zaburzajace ciggtos¢ dwuwarstwy
lipidowej, badania mechanizméw aktywnosci i regulaciji

przewodnictwa jonowego

Oceniana praca doktorska Pani mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz
zostata zrealizowana pod opiekg prof. dr hab. inz. Dominika
Janczewskiego na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej.
Rozprawa ma forme pracy pisemnej liczgcej 139 strony. Jest opatrzona

streszczeniem w jezyku angielskim, co spetnia wymogi ustawy.

Cel rozprawy doktorskiej dotyczyt zrozumienia mechanizmu dziatania
polimeréw o wifasciwosciach antybakteryjnych, w szczegdlnosci
zbadano wptywu sktadu lipidowego membrany na aktywnos¢ wybranych
zwigzkdw przeciwbakteryjnych oraz charakteryzacje zmian w strukturze
dwuwarstwy lipidowej. Jak zaznaczyta Doktorantka realizacja tego celu
wymagata wybrania modelowych membran nasladujgcych komorki
bakteryjne oraz technik analitycznych umozliwiajgcych zbadanie
zatozonych parametrow. Warto podkresli¢, ze obserwuje sie rosngcag
ilos¢ patogenow odpornych na stosowane obecnie antybiotyki. Dlatego
badania nad nowymi substancjami przeciwbakteryjnymi sg obecnie
szeroko rozwijane. Tematyka ocenianej pracy jest wiec bardzo aktualna
i wazna dla rozwoju nowych materiatbw mogacych znalez¢

zastosowanie jako srodki antybakteryjne.

Oceniana rozprawa doktorska ma klasyczny ukfad, na ktéry sktadajg
sie cztery gtdbwne rozdziaty. Rozpoczyna jg krétki rozdziat zatytutowany
~Wstep i Cel Badan”, w ktéorym Doktorantka przedstawita zamyst swoich

badan. Doktorantka dodata tez wykaz skrétéw stosowanych w tresci
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rozprawy. Rozdziat o tytule ,Przeglad literatury” zawiera prezentacje
aktualnej wiedzy dotyczacej zagadnien poruszanych w pracy doktorskiej
oraz opis stosowanych metod badawczych. Bardzo dobrym pomystem
byto krétkie podsumowanie najwazniejszych informacji
zaprezentowanych w tym rozdziale. Najwazniejszy rozdziat pracy
zatytutowany ,Badania wtasne i analiza wynikow” sktada sie z dwoch
podrozdziatéw opisujgcych badania dla dwoch réznych typow polimeréw
antybakteryjnych. Rozdziat ten konczy sie Podsumowaniem i wnioskami
z pracy. Kolejny rozdziat stanowi ,CzesS¢ eksperymentalna”, ktérego
podrozdziaty zawierajg opisy stosowanych materiatédw i aparatury,
preparatyki proébek oraz sposobu przeprowadzenia poszczegdinych
eksperymentéw. W mojej ocenie, pomyst umieszczenia tego rozdziatu
na koncu rozprawy doktorskiej wydaje sie dosy¢ niefortunny i ktopotliwy

dla czytelnika.

Jak wspomniano powyzej, rozprawa doktorska zawiera liczacy 57
stron rozdziat zatytutowany Przeglad literatury, ktéry zostat opracowany
w oparciu o bogatg literature przedmiotu (Autorka zacytowata w nim az
159 oryginalnych prac badawczych). W tej czesci Doktorantka opisata w
sposob wyczerpujagcy m.in. stosowane polimery antybakteryjne, ze
szczegolnym uwzglednieniem pochodnych polietylenoiminy oraz
jonendéw. Bardzo szczegodtowo przedstawiono budowe oraz sktad bton
komérkowych oraz $cian komérkowych bakterii. W kolejnych
podrozdziatach Doktorantka opisata rodzaje lipidow budujgcych btony
biologiczne oraz wplyw wtasciwosci lipidow na morfologie struktur
powstajgcych w wyniku samoorganizacji lipidéw w srodowisku wodnym.
Nastepnie  Doktorantka przedstawita opis modeli membran
komérkowych, ktoére sg stosowane w badaniach réznymi metodami
eksperymentalnymi. Omoéwiono m.in. liposomy, monowarstwy
Langmuira, dwuwarstwy lipidowe osadzone na podtozu, czarne lipidowe
membrany (BLM) oraz bicele. W kolejnym podrozdziale przedstawiono
wybrane metody eksperymentalne stosowane do badania oddziatywan
substancji czynnej z dwuwarstwg lipidowg. Osobny podrozdziat
poswiecony zostat badaniom z uzyciem membran BLM. Doktorantka

szczegodtowo opisata uktad pomiarowy stosowany w tej technice oraz
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spos6b analizy wynikébw otrzymanych dla membran lipidowych.
Nastepnie Doktorantka opisata mechanizmy  oddziatywania
makromolekut z membrang lipidowg. Ostatni podrozdziat tej czesci
pracy dotyczyt wptywu sktad btony komorkowej na aktywnosci zwigzkow
przeciwbakteryjnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem lipidow anionowych
takich jak kardiolipina, czy fosfatydyloglicerol. Uwazam, ze zawarte w tym
rozdziale opisy badan innych naukowcoéw sg dobrze dobrane, co
Swiadczy o tym, ze Autorka szczegdtowo zapoznata sie z dostepng
literaturg w temacie swojej pracy doktorskiej. Po zapoznaniu sie z tg
czescig rozprawy pani mgr inz. Dominika Kozon-Markiewicz moge z
catkowitym przekonaniem stwierdzi¢, ze posiada ugruntowang wiedze w

dziedzinie nauki, ktérej dotyczy praca doktorska.

Rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem. Zawiera liczne
starannie przygotowane schematy, wykresy oraz tabele. Podczas
redagowania tak obszernego opracowania Autorka nie ustrzegta sie
pewnych niescistosci w opisie i prezentacji swoich wynikow. Kilka

przyktadéw przedstawiono ponizej.

Rysunek 21, w podpisie brakuje nazw polimeréw zaprezentowanych
na rysunku. Rysunek 29, podpis pod rysunkiem gtosi: ,Porownanie
potozenia  maksimum  wyptywu kalceiny (wartos¢ stezenia)
powodowanego przez C8-T-p w funkcji zeta potencjatu liposoméw (a)
oraz tadunku formalnego liposoméw (b)”, co sugeruje, ze na wykresie
potencjat zeta lub tadunek formalny bedg na osi odcietych, a stezenie
polimeru bedzie na osi rzednych, natomiast na wykresie jest odwrotnie.
W opisie rysunku 32 brakuje informaciji, ze fuzja liposomow byta badana
z wykorzystaniem sondy molekularnej R18. Dobrg praktykg jest
umieszczanie w opisie rysunkéw informacji dotyczacych stezen
badanych zwigzkéw. Zgodnie z rysunkiem 33, kontrola pozytywna
oznaczata dodanie CO-T-p, natomiast w tekscie jest opis, ze ,Kontrola
pozytywna polega na dodaniu do mieszaniny liposomow znakowanych
(LUV-A) i nieznakowanych (LUV-B) roztworu Tritonu X-100". Strona 66,
Autorka napisata: ,Zwitterjonowe POPE i POPC sg zblizone do siebie

pod wzgledem budowy. Jednakze niewielkie roznice w wielkosci
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hydrofilowej glowy”. Réznica w wielkosci gtowy pomiedzy PE i PC jest
bardzo duza. Ponadto, gtowy PE mogg tworzy¢ wigzania wodorowe w
przeciwienstwie do PC. Strona 73, zdanie ,Do badan wykorzystatam
dwa rozne roztwory buforowe, zapewniajgc w uktadzie obecnos¢
potencjatlu chemicznego, koniecznego do oznaczenia selektywnosci
powstatych struktur.” Czy Autorce miala na mysli potencjat
elektrochemiczny? Strona 81, zdanie ,Zarejestrowatam widma
fluorescencji polimeréw P1-P3 przy dtugosci fali rownej 337 nm, a
widma fluorescencji rejestrowatam w przedziale 357-600 nm” jest
bardzo nieprecyzyjne. Zapewne pierwsza liczba oznacza dtugos¢ fali
wzbudzenia. Te niescistosci uchwycone w pracy nie stwarzajg duzego
ktopotu podczas czytania, a tym bardziej nie wptywajg na wartos¢

naukowg catej pracy.

W swojej rozprawi Doktorantka skupita na dwoch grupach polimerow
0 potencjalnym dziataniu antybakteryjnym. W pierwszym podrozdziale
opisane sg badania dotyczgce dwdch jonendw oznaczonych jako CO-T-
p i C8-T-p. Obydwa polimery posiadaty taki sam tancuch gtéwny, natomiast
C8-T-p miat dodatkowo w swojej strukturze boczne grupy n-oktylowe.
Aktywnos¢ membranowg jonendw zbadano wykorzystujgc pomiary
fluorymetryczne uwalniania barwnika z liposoméw, fuzji liposomoéw oraz
przewodnos$ci membran lipidowych (technika BLM). Wyniki pokazaty, ze
oba polimery powodowaty fuzje liposomdéw oraz zaburzaty strukture
dwuwarstwy lipidowej. CO-T-p specyficznie oddziatuje z kardioliping (CL), a
zamiana CL na PG powodowata spadek aktywnosci CO-T-p. Natomiast,
aktywnos¢é C8-T-p jest mniej specyficzna niz CO-T-p i zalezy od iloSci
anionowych lipidow. Waznym wynikiem przeprowadzonych badan byta
obserwacja obnizenia aktywnos¢ obu jonenéw powodowana obecnoscig

PC w sktadzie dwuwarstwy lipidowej.

W drugim podrozdziale Doktorantka opisata badania dotyczgce
kopolimerow polietylenoiminy i polioksazoliny (PMOX-PEI, oznaczone
jako P1, P2 i P3) oraz liniowej polietylenoiminy (PEI). Wszystkie
kopolimery posiadaty w swojej strukturze grupy dodecylowe, a réznity
sie iloscig poszczegdlinych meréw. Badano wptyw struktury polimeru na

aktywnos$¢ biologiczng oraz przewodnictwo jonowe dwuwarstwy
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lipidowej. Wyniki pokazujg, ze badane polimery wykazujg wtasciwosci
przeciwbakteryjne wzgledem wybranym szczepom bakterii (m. in. E.
coli, S. aureus, M. tuberculosis), jak i przeciwgrzybicze (C. albicans).
Polimer o najwyzszym zeta potencjalne (P3) wykazywat najwiekszag
aktywno$¢ biologiczng. Badania BLM pokazaty, ze polimery PMOX-PEI
destabilizujg dwuwarstwe lipidowg w réznym stopniu indukujgc przeptyw
trzech typéw prgddw: mate prgdy z nieregularng aktywnoscig, duze
prady z nieregularng aktywnoscig oraz prgdy schodkowe zblizone do
pradéw typu kanatowego. PMOX-PEI po wbudowaniu w dwuwarstwe
lipidowg tworzyty stabilne struktury, w przypadku polimeru P3 zatozono,
ze polimer ten moze wbudowywacé sie w membrane tworzgc agregaty
transmembranowe lub powierzchniowo oddziatywaé poprzez tworzenie

tratw na jej powierzchni.

Rozprawa pani mgr inz. Kozon-Markiewicz dostarcza nowych,
oryginalnych wynikbw na temat aktywnos$ci biologicznej polimerow
antybakteryjnych oraz ich mechanizméw oddziatywania z membranami
lipidowymi. W swoich badaniach Doktorantka uzyta szeregu dobrze
dobranych metod badawczych. Metody fluorescencyjne z
wykorzystaniem sond molekularnych uzyto do badania krytycznego
stezenia agregacji polimeréow (piren), porowania membran przez
polimery (kalceina), fuzji pecherzykéw lipidowych (pochodna rodaminy
B). Do badania zmian przepuszczalnosci dwuwarstwy lipidowej przez
wybrane polimery Doktorantka wykorzystata technike BLM. Ponadto,
przy wspotpracy z innymi osrodkami, dla wybranych polimeréw
Doktorantka mierzyta cytotoksycznos¢ wzgledem komorek HaCaT,
aktywnos¢ hemolityczng oraz minimalne stezenie inhibicji (MIC)
wzgledem modelowych mikroorganizméw. Opisy przeprowadzonych
eksperymentédw sg wystarczajgce, aby mogty by¢ powtdérzone przez
innych  naukowcow. Uwazam, 2ze sposOb przeprowadzenia

doswiadczen, opracowania i dyskusji ich wynikéw zastugujg na uznanie.

Oceniajgc uzyskane przez Doktorantke wyniki, nalezy podkresli¢
ogromny wktad pracy wymagajgcej szczegolnej skrupulatnosci i

umiejetnosci badawczych. Zrealizowanie zatozonych celéw naukowych
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jest duzym sukcesem. Co wazne, duza czes¢ wynikéw zebranych w
trakcie przygotowania niniejszej rozprawy zostata juz opublikowana w
formie trzech artykutéw naukowych w bardzo dobrych czasopismach z
listy JCR. To pokazuje, ze jako$¢ i oryginalno$¢ otrzymanych wynikéw
zostaty wysoko ocenione przez miedzynarodowych ekspertow
zajmujgcych sie podobnymi badaniami. Prowadzone badania miaty
charakter badan podstawowych, jednak ich wyniki bedg bardzo
pomocne podczas projektowania nowych polimerow biologicznie

aktywnych.

Ponizej kilka uwag (o charakterze dyskusyjnym), ktére powinny byc¢
przedyskutowane przez Doktorantke w trakcie obrony pracy:
- Rysunek 26b i 27b, maksima dla liposoméw V1 i V5 (o najwiekszej
zawartosci CL) wypadajg dla coraz to wiekszych stezen polimeru C8-T-
p. Doktorantka nie przedstawita wyjasnienia dla tej obserwaciji.
- Podrozdziat 3.1.2. Indukowanie fuzji przez joneny. Fuzja liposomow
prowadzi do znacznego zwiekszenia ich rozmiaréw, co mozna tatwo
kontrolowa¢ stosujgc np. DLS Ilub inne metody pozwalajgce na
wyznaczenie rozmiarow obiektéw, brak opisu takich pomiaréw w pracy.
- Nie jest jasne, dlaczego maksimum fuzji przypada dla stezenia
jonenow dla ktérych wcigz obserwowane sg niewielkie rozmiary
liposoméw (Rysunek 34).
- Tabela 4, Autorka pracy nie ttumaczy ujemnej wartosci potencjatu zeta
dla agregatow polimeru P1. Wartos¢ ta jest dosy¢ dziwna zwazywszy na
to, ze w strukturze tego polimeru jest 9% meréw dodatnio
natadowanych.
- Dla polimeru P3 badano wptyw obecnosci jonédw magnezowych w
eksperymentach BLM. Doktorantka nie uzasadnita, dlaczego wybrata
taki kation do tych pomiarow.

- Wyniki pokazane na rysunku 42 i 43 oraz w Tabeli 5 wskazuja, ze
,poczciwa” liniowa polyetylenoimina wykazuje bardzo dobre wtasciwosci

biologiczne (lepsze od badanych polimerow?).

Whnioski koncowe
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W oparciu o przeprowadzong analize stwierdzam, ze przedtozona do Y

\'\ ,‘l

recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz pt.

; 5 : , » UNIWERSYTET
,Nowe polimery antybakteryjne zaburzajgce ciggtoS¢ dwuwarstwy JAGIELLONSKI
lipidowej, badania mechanizméw aktywnosci i regulacji przewodnictwa W KRAKOWIE
jonowego” spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(art. 187, Dz. U. 2023 r. poz. 742), dlatego wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o przyjecie

rozprawy i dopuszczenie Doktorantki do publicznej obrony.

- . : Wydziat Chemii
Jednocze$nie, biorgc pod uwage duze walory poznawcze pracy,

nowe oryginalne dane na temat wplywu bioaktywnych polimeréow na
wiasciwosci modelowych membran lipidowych oraz spetienie
wymogow w sprawie wyrdzniania rozpraw doktorskich, wnosze do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Warszawskiego o
wyréznienie pracy doktorskiej Pani mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz.

o Ly pyyre—
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