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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani magister Marzeny Mach
»Badanie oddzialywan wybranych kationowych pochodnych fosfatydylocholiny
z lipidowymi skladnikami bakteryjnych i zwierzecych blon kemoérkowych.”

Rozprawa doktorska mgr Marzeny Mach zostala wykonana w Zespole
Fizykochemii Powierzchni w Zakladzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem Pana dr hab. Pawla Wydro, prof.
U]. Celem badan bylo okredlenie wptywu selektywnie wybranych syntetycznych
triestréw diacylo-fosfatydylocholiny o réznej strukturze hydrofobowej (EDOPC, EPOPC
i EDPPC) na monowarstwy i dwuwarstwy lipidowe imitujgce btony komoérek, zaréwno
bakteryjnych jak i zwierzecych. Przedstawione badania zostatly cze$ciowo sfinansowane
ze $rodkdw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer
2016/21/B/ST5/00266.

Przedstawiona do oceny dysertacja liczy 204 strony standardowego maszynopisu
i zostata podzielona na dwie gléwne czesci: czes¢ literaturows i doswiadczalna. Liczacy
48 stron czes¢ literaturows poprzedza krotkie wprowadzenie i jasno sformutowany cel
pracy oraz Spis stosowanych symboli i skrotow. Czes¢ doswiadczalna pracy liczy 109
stron i zawiera opis stosowanych materiatéw, ukladéw pomiarowych i procedur
eksperymentalnych, opis wynikéw oraz zwiezlg, ale wyczerpujaca dyskusje wynikow
i wnioski. Praca zakoficzona jest syntetycznym podsumowaniem uzyskanych
rezultatow, streszczeniem, zatgcznikami oraz wykazem literatury. Przygotowujac
dysertacje Autorka wykorzystata az 338 pozycji literaturowych, w wiekszosci
opublikowanych po 2000 roku. Swiadczy to o dogltebnym poznaniu podjetege tematu
oraz jego aktualnosci.

Praca zostala przygotowana w sposéb niezwykle staranny, stanowi spdjng i logiczng
calos¢, ktora wskazuje na dojrzalo$¢ naukowsg Autorki i Jej dobre przygotowanie do

pracy naukowo-badawczej.
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Glownym celem przedstawionej do oceny dysertacji byly badania wplywu
wybranych ftriestrow diacylo-fosfatydylocholiny, Et-PC (lipoidéw kationowych) na
modelowe membrany komoérek bakteryjnych i zwierzecych. Wybrane do badan zwiazki
stanowig stosunkowo nowa grupe kationowych lipoidéw, ktére dodatkowo
charakteryzuja sie nizsza toksycznoscia. Ich amfifilowy charakter oraz obecnosé
tadunku dodatniego sprawia, ze moga wykazywac szereg zastosowanh medycznych,
farmaceutycznych i biotechnologicznych, np. jako nosniki lekéw oraz nosniki materiatu
genetycznego w terapii genowej. Ponadto, ze wzgledu na rosngcg w ostatnich latach
liczbe lekoopornych szczepéw bakterii, zwigzki te badane s réwniez pod katem ich
aktywnosci przeciwbakteryjnej. Blona komoérkowa chronigcg wnetrze komorki jest
pierwszym miejscem dziatania tych substancji, stad wazne jest zbadanie ich wplywu na
wiasciwosci modelowych membran lipidowych. Wybdr tematu badan jest bardzo
aktualny i doskonale wpisuje si¢ w nurt badan nad nowymi systemami kontrolowanego
dostarczania lekéw, jak réwniez substancji aktywnych o wlasciwosciach
bakteriobéjczych.

Do badan Doktorantka wybrata dwa modele membran komérkowych: komérek
bakteryjnych Gram ujemnych i komoérek zwierzecych, sktadajgcych sie odpowiednio
z lipidéow POPE, POPG i TOCL oraz POPC, SM i Chol. W pierwszym etapie badan
wykonata fizykochemiczng charakterystyke jednoskladnikowych monowarstw
poszczegblnych lipoidéw kationowych, a nastepnie zbadata ich wplyw kolejno na
jednosktadnikowe, dwuskladnikowe i tréjsk%adnikéwe monowarstwy badanych lipidéw
bedacych sktadnikami blon komoérek bakteryjnych i zwierzecych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw dokonata termodynamicznej charakterystyki interakcji pomiedzy
Et-PC i gléwnymi lipidami biomembran w ukladach modelowych. W kolejnym etapie
wykonata analizy wplywu lipoidéw kationowych na potencjat elektrokinetyczny,
ptynnos¢, przepuszczalnos$¢ oraz organizacje dwuwarstwowych ukltadéw modelowych
w postaci liposoméw. Nalezy podkreslié, ze badania zostaly zaplanowane
i przeprowadzone w sposéb niezwykle spéjny i logiczny. Na podkreslenie zastuguje

rowniez bardzo dobry wybor sktadu modelowych bton biologicznych.
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Analizujgc przeprowadzone badania Autorka wykazala, ze wbudowywanie si¢ czastek
lipoidéw kationowych w modelowe membrany lipidowe przyczynia si¢ do zmian ich
ptynnosci, przepuszczalnodci, oddzialywan miedzyczasteczkowych oraz potencjatu
dzeta, a zmiany zaleza od struktury i zawarto$ci poszczegélnych lipoidéw. W przypadku
membran bakteryjnych wprowadzenie Et-PC powoduje pojawieniem sie¢ bardziej
przyciagajacych od-dzia}ywaﬁ miedzyczasteczkowych, a  obecno$¢  ujemnie
natadowanych lipidow (fosfatydyloglicerolu i/flub kardiolipiny) moze utatwiac
wbudowywanie sie kationowych amfifili w biomembrany prowadzgc tym samym do
zaburzenia struktury i fadunku blony, a w konsekwencji $mierci komorki bakteryjnej.
Natomiast wbudowywanie si¢ Et-PC w strukture membran komérek ssakéw powoduje
ostabienie interakcji miedzy lipidami, co przyczynia si¢ do wzrostu ptynnosci,
nieuporzadkowania %aflcuchéw acylowych i przepuszczalnos$ci membrany. Nastepujaca
w ten sposéb destabilizacja biomembrany moze ulatwia¢ wnikanie lek6w lub materiatu
genetycznego przenoszonego we whnetrzu liposoméw kationowych do wnetrza komorki
patologiczne;j.

Podczas lektury rozprawy doktorskiej nasunely mi sie nastepujgce uwagi, ktére

z obowiazku recenzenta przytaczam:

- str. 64 ,Potencjal dzeta mierzono przy wykorzystaniu zjawiska Dopplera...” Potencjat
dzeta nie jest wielkoScia mierzong bezpoérednio. Jest wyliczany na postawie pomiaréw
ruchliwosci elektroforetycznej. Prosze podaé¢ réwnanie, na podstawie, ktérego

dokonywano obliczex.

- W badaniach wykorzystujgcych techniki monowarstw Langmuira jako faze noéng
stosowano wode redestylowana i oczyszczang dodatkowo w systemie Milli-Q, natomiast
w preparatyce liposoméw zbuforowany roztwér soli fizjologicznej (PBS) o pH 7,4. Jakie
byle pH uzytej wody? 1 czy planowane sg badania z uzyciem buforu jako subfazy oraz
w temperaturze fizjologicznej tj. 37°C? Ewentualnie, jakich wynikdéw spodziewa sie

Doktorantka stosujgc PBS zamiast wody jako faze noéng?
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- Wszystkie omawiane zdjecia BAM powinny zostaé zamieszczone w tekscie Jub jako
suplementy.  Brakuje np. omawianych na  stronie 104  ukladéw
EDPPC/POPE/POPG/TOCL przy utamku molowym EDPPC =0,3-0,7.

- Autorka nie ustrzegta sie tez drobnych btedéw stylistycznych i interpunkeyinych.

Przedstawione uwagi w- Zaden sposéb nie umniejszaja wartosci merytorycznej
rozprawy, ktéra stanowi oryginalne opracowanie aktualnego problemu naukowego
1 prezentuje wysoki poziom merytoryczny. Pani mgr Marzena Mach osiggneta zlozone
cele i udowodnita, Ze potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe i prawidtowo
interpretowac uzyskane wyniki. Z przedstawionych w osobnym dokumencié osiggniet
naukowych Doktorantki wynika, ze jest Ona wspétautorka 7 oryginalnych artykutéw
opublikowanych w czasopismach z listy JCR (w tym 3 wchodzacych w sktad rozprawy

doktorskiej) oraz 39 doniesieft konferencyjnych.

Podsumowujac stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr Marzeny Mach speinia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim i wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego
o dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoki poziom naukowy i aktualno§é tematyki badawczej, istotny
wktad uzyskanych wynikéw w rozwiazanie postawionych probleméw badawczych oraz
aktywno$¢ naukowa Doktorantki w postaci licznych publikacji w czasopismach
o wysokim IF i wystgpien konferencyjnych sktadam wniosek o wyréznienie

recenzowanej rozprawy mgr Marzeny Mach.
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