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Ocena pracy doktorskiej mgr Julity Pachli
pt: ,Liniowe poliaminy o silnych wlasciwosciach przeciwbakteryjnych: synteza,

charakteryzacja i badanie zaleznosci mi¢dzy strukturg a aktywnoscig biologiczng™

Przedstawiona mi do recenzji praca Pani Julity Pachli dotyczy bardzo istotnego
zagadnienia jakim jest opracowanie nowych alternatyw do istniejgcych, cho¢ juz czgsto
nieskutecznych antybiotykéw. Zagadnienie jest mi bardzo bliskie, dlatego tez z wielkg checia
przystapilem do recenzji. Problemy wielolekoopornosci bakterii s3 opisywane juz od wielu lat.
Przyczyny sa dobrze znane ale znalezienie odpowiednich sposobéw jak je pokonac juz nie
koniecznie. Oczywiscie w literaturze znajdziemy tysigce potencjalnych Srodkéw
przeciwbakteryjnych o szerokim spektrum dziatania, ale nikt nie ma watpliwosci, 1z wiele z
nich nie znajdzie komercyjnego zastosowanie. Przyczyn tego jest wiele i wynika z kilku
réznych mechanizméw powstawania opornosci. Jedng z gléwnych barier dla wielu Srodkow
przeciwbakteryjnych jest zewngtrzna blona bakteryjna bakterii gram ujemnych. Jest ona
nieprzepuszczalna dla wigkszosci potencjalnych $rodkéw przeciwbakteryjnych. Te¢ wlasnie
bariere probuje pokona¢ doktorantka w swojej pracy doktorskiej, gdzie za cel stawia sobie
synteze i modyfikacje liniowych  poliamin o  potencjalnym  zastosowaniu
przeciwdrobnoustrojowym. Liniowe poliaminy zgodnie z zalozenie powinny destabilizowaé
zewnetrzng blong bakteryjng w podobny sposéb jak naturalne kationowe peptydy
antybakteryjne.




Rozprawa doktorska ma charakter zardwio chemiczny jnk | blologiczny, W rozprawie
znajdziemy opis syntezy, chemiczno lizyczne) charakterystykl o tnkze opis sktywnodel
biologicznej zsyntetyzowanych pollamin, Juko biolog pozwolg soble skaplé sig bardzie) na
recenzji czesel biologiczne) wynikow, Opis wyntezy | windciwosbel otrzymanyeh poliamin
zostaly zaprezentowane i ocenione preez Juz przez recenzentow wo dwich dwietnych
publikacjach w European Polvmer Journal oraz Blomacromoleculey,

Uklad pracy jest typowy i zawiera watep, opis wynikow z dyskusjy, podsumowanie oraz
opis metod badawezych. Rozprawa doktorska znezyna sig dlugim watgpem zawierajgeym cel
pracy oraz przeglyd literatury,  Znajdziemy w nim  opis peptydow i polimerbw
przeciwbakteryjnych oraz opis czynnikow wplywajgeych na wladciwodel tychze polimerbw.,
Dodatkowo zawarte sy informacje na temat kopolimeryzacji oraz opis syntezy | wiadciwodei
kilku syntetycznych polimeréw o potencjalnych wladciwodcinch przeciwbakteryjnych, Czebé
ta jest wyczerpujgca, choé¢ osobidcie brakuje mi poszerzenia opisu o bardziej rozgalezione
polimery dla poréwnania. Nie mam wickszych zastrzezen do sposobu przygotowania wstepu,
cho¢ cheialbym zwrécié uwage na kilka kwestii. Pierwszy trochg irytujgcg sprawq jest zapewne
uzywanie automatycznego tlumacza artykuléw w Jezyku angielskim na jezyk polski, co w
prawdzie nie jest zle, ale jesli nie zostanie to dokladnie sprawdzone brzmi czasem §miesznie i
nieprofesjonalnie. Przyklad pierwszy z brzegu- ,, w zewngtrznym listku blony ssaczej...”’
zapewne zostalo Zle przetlumaczone slowo odnoszgce si¢ do zewngtrznej warstwy lipidowej.
W calym wstepie jest duzo tego typu ,,bledow tlumacza’’, Powinno si¢ przylozyé wigeej uwagi
do tlumaczonych fragmentéw artykulow stanowigeych przeglyd literatury, Doktorantka w
przegladzie literatury wskazuje réwniez na szereg badan pogrednio i bezposrednio dotyczgeych
Jej zagadnienia. Podaje w nim odno$niki do rycin zawartych w pracy. Problem polega na tym,
ze odnos$niki te mogg sugerowaé, iz na rysunkach znajdziemy wyniki badaf w szezegblnodei
wynikéw aktywnodci przeciwbakteryjnych, ale znajdujemy jedynie struktury zastosowanych
polimeréw. Brakuje wlasnie dodatkowych rycin z wynikami. Kolejnym mylnym opisem jest
wskazanie na stronie 38, iz liniowa polietylenoimina jest aktywniejsza wobec bakterii i
erytrocytéw. Nie wiadomo czy chodzi o to, Ze jest mniej czy tez bardziej toksyczna.

Nastgpng czgscig jest opis wynikéw wlasnych i ich dyskusja, W pierwszej kolejnodei
doktorantka otrzymata i scharakteryzowala liniowe politrimetylenoiminy. Do czedci
chemicznej i fizyko-chemicznej nie mam Zadnych zastrzezen. Dobrym pomyslem bylo
poréwnanie otrzymanych polimeréw z naturalnie wystgpujgeymi poliaminami. Wiasciwosci
biologiczne politrimetyloimin zostaly zbadane na 2 szczepach bakteryjnych (j. E. coli, S. aureus

oraz 1 grzybie C. albicans. Dodatkowo sprawdzono ich cytotoksycznogé (hemoliza).




Doktorantka slusznie zauwazyla, iz syntetyczne polimery majg lepsze wladciwodei niz
naturalne poliaminy. Dlatego, tez do badan nad klinicznymi izolatami wybrala dwa zwigzki
roznigee si¢ masy czqgsteczkowy. Na podstawie wynikéw wybrala do dalszych badan L-PTMI-
1.2 K oraz 7k. Uwazam jednak, iz lepszym wyborem bylo by wybranie L-PTMI-3k, bowiem
1.2 ma whasciwosci zblizone do L-PEI 4k. W czgéci dotyczgcej badania wladciwosei przeciw
izolatom kliniczny, otrzymano obiecujgce wyniki. Warto zauwazyé, ze od samego poczgtku
otrzymywano lepszg aktywno$¢ wobec bakterii gram dodatnich niz bakterii gram ujemnych i
grzybéw. Autorka slusznie sugeruje, ze rdznice te wynikajg z budowy w $cianach
komérkowych wybranych organizméw. Problem polega na tym, Ze brakuje w pracy choéby
malego rysunku pokazujgcego rdéznice w budowie sciany. Z pewnoscig pomogloby to
zrozumie¢ czytelnikowi cel pracy. W tabeli 5 jest tez informacja o stezeniu MIC jako mg/mL
zamiast pg/mL.

W kolejnej czesci autorka opisuje wpltyw N-metylowania i N, N-dimetylowania na
aktywnos¢ biologiczng L-PTMI oraz L-PEI. Metylowanie i czwartorzgdowanie nie poprawily
Jednak aktywnosci biologicznej poliamin. Pomimo tego doktorantka twierdzi, ze modyfikacja
ta powoduje niska cytotoksycznosé, wige charakteryzuja si¢ wysoka selektywnoscig. Pojecie
selektywnosci moze byé mylace, bowiem co prawda zsyntetyzowane poliaminy sg
nietoksyczne dla komorek ludzkich ale tez maja aktywnosé przeciwbakteryjng nizszg albo
podobng do innych czynnikéw przeciwbakteryjnych. Ciezko wskazaé gdzie jest idealna
granica stezen tj. réznica migdzy MIC i IC50 . Dodatkowo na wykresach nie ma stupkéw
bledow. W dalszej czgsci przeprowadzono synteze kopolimerdw i ich wlasciwosei. Pomimo iz
kopolimeryzacja poprawia nieco whasciwosci przeciwbakteryjne to ich toksycznos$¢ jest duzo
wigksza niz np. L-PEI-7k. Nie mogg si¢ réwniez zgodzi¢ z twierdzeniem, ze kopolimery L-
PTMI-co-PEI wykazujg addytywny efekt przeciwbakteryjny odpowiadajgcy poszczegolnym
sktadnikom. Wyniki tego nie potwierdzaja.

Nastepny rozdzial dotyczy aktywnosci kopolimeréw utworzonych z czgSciowej
hydrolizy wczesniej otrzymanych kopolimeréw. Pomimo, iz otrzymane wyniki nie sg zbyt
obiecujace w kontekscie dziatania przeciwbakteryjnego, to uzyskana wiedza jest bardzo cenna.
Po analizie tego rozdzialu mozna znalezé podsumowanie, iz zawarto$é w polimerze
odpowiedniej liczby grup zdolnych do kontaktu z powierzchnig komérki bakteryjnej jest
kluczowe.

W mojej opinii analiza wynikow zostala przeprowadzona prawidtowo, cho¢ brakuje
nieco skrupulatniejszej analizy biologicznej np. analizy biofizycznej oddzialywar poliamin z

blong lipidowa.




Rozdzial podsumowanie 1 wiioski mimo, 26 Kinstki to zostal napisany bardzo dobze
Swietnie podsumonwuje otrzymane Wyniki 1 ostara sie wythimaezyd dlaczego ek jemt w
Konteksere ich wlasciwosel przeciwbakteryinveh. Do e czesol mam fednak Lilka wwag |
chelatbym aby doktorantka si¢ do nich ustosunkowala.

Na stronie 120 Doktorantka napisala- W wigkszotei praypadkaw wprowadzone
zmiany strukturalne spowodowaly obnizenie aktywnosei przeciwbaktenyine polimendw, alke
tak2e obnizyly ich cytotoksyeznosé, co prayezynito sie do OrZyMmania 2Wiazkow o maczace]
selektywnosei™. Co to znaczy znaczgea selekiywnode?

Na stronie 121 Doktorantka napisala- ,, Te same zaleznosei dla fizyormych mreszanin
polimerdw oraz dla kowalencyjnie zwigzanyeh jednostek powtarzalnyeh L-PTMI  L-PEN
wspieraja hipoteze dotyczaeq niespecyficznych oddzialywan amin drugorzedowyeh 2 otoczka
komorkowa.™ Jakie to s niespecyficzne oddzialywania?

Na stronie 121 napisane jest- ,, Wprowadzenie jednostek PrOzi do struktury L PTMI
na poziomie 40 % r.u. nie spowodowato pogorszenia whasciwosel przaciwdrobpoustrojowych
materialu W pordwnaniu z L-PTMI. Obecnosé amidowych jednostek przyczynita si¢ joadnak do
obniZzenia cytotoksycznosci. Kombinacja tych czynnikow przefozyla S DA waros
selektywnosci na poziomie 20 do kopolimeru PPrOziag-co-1-PTMlgone. Czy 0 maczy, &
selektywnos¢ 20 jest wystarczajaca? Jaka jest wartosé progowa uwazana za dobry?

Na stronie 122- ,, Réwnie wysoka aktywnosé¢ L-PTMI wobec MRSA i modelowego S
aureus wskazujg na odmienny mechanizm dziatania polimeru niz Klasyeznych antybrotykdw,
co daje szans¢ na obejscie typowych mechanizméw opomosei bakteri przez ® klap
zwiazkéw’". Czyli jakich mechanizméw?

Rozdzial zawierajacy metody badawcze jest opisany bardzo SZCZREGIOWO 1 N Mam
zastrzezen. Dobor literatury jak odpowiedni i zawiera 217 pozycji.

Ogdlnie stwierdzam, ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne TOZWIaZane prodlomu
naukowego i prezentuje ogélna wiedze teoretyczna kandydatki w dyscyplinie. Nie mam
watpliwosci, Ze Doktorantka posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pragy
naukowej.

Podsumowujac, uwazam, ze uzyskane wyniki s3 naprawde obiecujace i dostarczaly
cennych informacji na temat przyszlosciowych modyfikacji i wyboru Kationowych polimerow
zawierajacych aminy drugorzedowe jako srodkow przeciwdrobnoustrojowych. Bez watpienia
istnieje praktyczne zastosowanie wynikéw badan,




Ni konlee recenzji chelalbym réwniez wespomnie¢ o calkowitym zaangazowaniu
doktorantkl w prace naukowe. Jest wapOlautorka 4 publikacji naukowych w bardzo dobrych
censoplsmach,

Wiore wazystkie zalety pracy wspomnianej powyze), nie mam watpliwosci, iz praca

doktorskn zashiguje nan wyrdznienie,

Podsumowujye stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani
Mgr Julity Pachli pt. ,Liniowe poliaminy o silnych wlasciwosciach przeciwbakteryjnych:
synteza, charakteryzacja i badanie zaleznoéci migdzy strukturg a aktywnoscia biologiczng”
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spetnia warunki okreélone w art. 187
Ustawy z dnin 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z
pozn. zm.). Rozprawa doktorska prezentuje og6lng wiedzg teoretyczng kandydatki w
dyscyplinie nauk chemicznych oraz umiejetnoéé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
Wnoszg do Komisji Politechniki Warszawskiej do spraw stopni naukowych w dyscyplinie
nauki chemiczne o dopuszezenie Pani Julity Pachli do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego,

Z powazaniem
Karol Ciepluch
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