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Nowe polimery antybakteryjne zaburzajgce ciggtos¢ dwuwarstwy lipidowej, badania

mechanizmow aktywnosci i regulacji przewodnictwa jonowego

Narastajgca antybiotykoopornos¢ patogenéw w ramach klasycznych terapii stanowi obecnie problem
o zasiggu Swiatowym. Opracowanie nowych terapii alternatywnych wymaga interdyscyplinarnych
badan, pozwalajacych na oceng ich skuteczno$ci W eradykacji komorek bakteryjnych, opisie
mechanizmu dzialania, efektoéw ubocznych wobec komorek eukariotycznych oraz potencjalnego
ryzyka nabywania opornosci. W ramach nowych terapii opracowywanych jest obecnie szereg
rozwigzan opartych na nanozwigzkach, kompleksach metali przej$éciowych, nowych form
dostarczania znanych lekéw, bakteriofagach i rekombinowanych biatkach fagowych czy tez
peptydow przeciwbakteryjnych. Wspolnym mianownikiem tych rozwigzan, zwlaszcza w kontekscie
mechanizmu dziatania, jest oddzialywanie z btong komorkowa. Niejednokrotnie btona ta stanowi
kluczowg barier¢ ograniczajacg mozliwos¢ stosowania czynnikéw bdjczych o potencjalnie wysokiej
skutecznosci. Przyktadem moze by¢ aktywnos¢ endolizyn fagowych wobec bakterii Gram-ujemnych
dla ktorych zewngtrzna blona komorkowa stanowi ograniczenie w degradacji peptydoglikanu.
Niejednokrotnie rozwazane sa kombinacje preparatéw zawierajacych czynnik zaburzajacy
integralnos¢ btony komorkowej, utatwiajacy transport dodatkowego zwigzku bojczego o dziataniu
wewnatrzkomorkowym, co addytywnie wzmacnia skuteczno$¢ eliminacji komorki bakteryjne;.
Wiedza z zakresu charakterystyki zaburzen cigglos¢ dwuwarstwy lipidowej w obecnosci np.
peptydow przeciwbakteryjnych warunkuje ich skutecznos¢ i aplikacyjnos¢, w tym w powyzszych
uktadach skojarzonych. Wysoka aktywno$¢ bojcza peptydow zwihaszcza o krotkich sekwencjach daje
mozliwo$ci wydajnych syntez chemicznych a zarazem produkcji w systemach ekspresyjnych z

wykorzystaniem narzedzi biologii molekularne;.



Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz pt. Nowe
polimery antybakteryjne zaburzajgce cigglos¢ dwuwarstwy lipidowej, badania mechanizmow
aktywnosci i regulacji przewodnictwa jonowego wpisuje si¢ W powyzsza tematyke zwigzang z
zastosowaniem nowych polimeréw przeciwbakteryjnych zaburzajacych ciaglos¢ dwuwarstwy
lipidowej. Intersujacym rozwigzaniem z biologicznego punktu widzenia, co podkresla Doktorantka,
jest zastosowanie w badaniach polimeréw nasladujacych dziatanie peptydow przeciwbakteryjnych,
co daje mozliwo$¢ kontroli pomigdzy regionami hydro- i lipofilowymi w ich strukturze. Parametr ten
(HLB) przektada si¢ na ich wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjna z obnizonym efektem

cytotoksycznym wobec komorek eukariotycznych.

Praca doktorska Pani mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz stanowigca podstawe do nadania stopnia

doktora zostala wykonana na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem

prof. dr hab. inz. Dominika Janczewskiego. Badania zostaty sfinansowane w ramach dwoch grantow

Narodowego Centrum Nauki o numerach (PoCoDi) 2015/18/E/ST5/00222 oraz (ConPPM)

2020/39/B/ST4/00183. Wyniki badan zostaly opublikowane w ramach dwoch prac i jednej bedacej

w trakcie recenzji z dominujagcym wktadem Pani mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz zwigzanym

z koncepcja i przeprowadzeniem czgsci doswiadczalnej pracy, analiza wynikéw oraz

przygotowaniem manuskryptow:

o Dominika Kozon, Jolanta Mierzejewska, Tomasz Kobiela, Agnieszka Grochowska, Ksenia
Dudnyk, Agnieszka Gtogowska, Anna Sobiepanek, Aleksandra Kuzminska, Tomasz Ciach, Ewa
Augustynowicz-Kope¢, Dominik  Janczewski. Amphiphilic Polymethyloxazoline—
Polyethyleneimine Copolymers: Interaction with Lipid Bilayer and Antibacterial Properties.
Macromolecular Bioscience (rok: 2019, tom: 19, strony: 1900254).

o Dominika Kozon, Piotr Bednarczyk, Adam Szewczyk, Dominik Janczewski. Regulation of Lipid
Bilayer lon Permeability by Antibacterial Polymethyloxazoline-Polyethyleneimine Copolymers.
ChemBioChem (rok: 2021, tom: 22, strony: 1020-1029).

W kolejnych czgsciach recenzji odniose si¢ do poszczegdlnych rozdzialéw rozprawy. Jako calosé
napisana jest starannie, w sposob usystematyzowany co do omawianych tresci. Praca posiada czesci
typowe dla rozprawy doswiadczalnej. Ryciny w czesci stanowigcej wprowadzenie w pelni obrazuja

omawiane tresci 1 ulatwiajg ich zrozumienie.

We wstepie rozprawy Doktorantka przedstawita cel pracy tj. ocene wpltywu sktadu lipidowego
dwuwarstwy na mechanizm dzialania polimerow przeciwbakteryjnych z zastosowaniem modeli

liposomowych oraz techniki BLM. W badaniach tych zastosowano membrany modelowe



nasladujace btone¢ komoérek bakteryjnych. Cel pracy sformuowany jest klarownie i zostat osiggniety

w trakcie realizacji cz¢sci doswiadczalnej rozprawy.

Rozdziat PRZEGLAD LITERATURY stanowi kompendium wiedzy z zakresu charakterystyki
wybranych polimerow przeciwbakteryjnych, w tym jonenoéw oraz polietylenoiminy i jej pochodnych,
budowy bton i $cian komorkowych, organizacji przestrzennej agregatow lipidowych z
uwzglednieniem przemian fazowych i wilasciwosci wybranych lipidow. W drugie czgsci
wprowadzenia Doktorantka przedstawia charakterystyk¢ modeli membrany komorkowe;j
uwzgledniajacych jej sktad. Cze$¢ trzecia to przeglad wybranych technik analitycznych
pozwalajacych na ocen¢ oddziatywania substancji czynnej z dwuwarstwa lipidowa, w tym techniki
liposomowe oraz BLM. Wprowadzenie konczy zestawienie wpltywu konkretnych lipidow na
aktywnos$¢ zwigzkow przeciwbakteryjnych, co uzupeinia wiedze majaca bezposrednie przetozenie na
czes$¢ doswiadczalng rozprawy. Do tej czeSci pracy mam pytanie dotyczace przyktadow konkretnych
polimerow przeciwbakteryjnych mogacych tworzyé pory w blonie komorkowej. Czy znane sg w

literaturze mimetyki peptydow przeciwbakteryjnych z grupy polimeréw o powyzszej aktywnosci?

Rozdziat BADANIA WEASNE 1 ANALIZA WYNIKOW przedstawia zaréwno interpretacije
wynikow jak rowniez ich zestawienie z prawidlowo dobranymi zrodtami literaturowymi. Badania te
przeprowadzono w dwoch etapach. Pierwszym z nich dotyczyl grupy polimeréw o charakterze
amfifilowym i hydrofilowym, drugi to badania kopolimeréw polietylenoiminy i polioksazoliny

metylowej z czwartorzedowymi jednostki powtarzalnymi roznigcymi sie zeta potencjatem.

W pierwszej kolejnosci Doktorantka przebadata zaleznos$¢ aktywnosci dwoch jonenow tj. CO-T-p i
C8-T-p od sktadu lipidowego z zastosowaniem modeli liposomowych o zréznicowanym sktadzie
poprzez pomiar uwalniana kalceiny. Zwiazki te byly wstepnie scharakteryzowane pod katem
aktywnosci membranowej i biologicznej. Analizujac efekt zaburzajacy strukture dwuwarstwy
lipidowej obu badanych jonenéw, Doktorantka zaobserwowata roznice w kinetyce tego zjawiska
pomiedzy CO-T-p i C8-T-p, wptyw Kkardiolipiny oraz tadunku formalnego liposoméw. W tej czgsci
recenzji mam pytanie dotyczace potencjalnego mechanizmu przeciwbakteryjnego badanych jonenow
na komorki bakteryjne na drodze zaleznej od kardiolipiny. Czy mechanizm ten moze by¢ podobny z
chemicznego punktu widzenia do efektu amfifilowych pochodnych aminoglikozydow, ktore poprzez
oddziatywania z mikrodomenami kardiolipiny nie tylko prowadza do zwigkszenia przepuszczalnosci
1 zmniejszenia ptynnosci dwuwarstwy lipidowej, ale posrednio oddziatuja na biatka bakteryjne
zwigzane z podziatem komorkowym i procesem fosforylacji oksydacyjnej? Mechanizm ten mogltby
by¢ szczegolnie istotny w kontekscie eradykacji szczepéw Pseudomonas aeruginosa opornych na

kolistyne. W kolejnym etapie badan Doktorantka wykazata, ze oba joneny powodowaly zaréwno
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fuzje jak i wyciek z liposoméw w zaleznosci od ich stgzenia. Istotnym rozszerzeniem ilosciowych
analiz z zastosowanym modelem liposomowym jest uzycie techniki BLM, co pozwolito na
charakterystyke zaburzenia cigglosci dwuwarstwy lipidowej na podstawie przeptywu pradu. Poprzez
rejestracje czestotliwosci zerwan membrany w obecnosci CO-T-p i C8-T-p, Sredniego czasu
aktywnosci polimeru oraz ilosci i sredniego czasu zdarzenia wykazano jej stabilizacje w obecnosci
C8-T-p w przeciwienstwie do bardzie aktywnego przeciwbakteryjnie CO-T-p (zrywanie modelowej
membrany). Zastosowanie w rozprawie narzg¢dzia badawcze wnosza wigc nowg Wiedzg W zakresie

charakteru oddziatywania jonenow z dwuwarstwa lipidows.

W drugie czgsci rozprawy Doktorantka opisata efekt polimeréw oznaczonych PMOX-PEI na
wlasciwosci biologiczne, poziom agregacji oraz oddziatywanie z modelowymi membranami.
Zastosowanie w badaniach serii polimerdéw réznigcych si¢ zeta potencjalem pozwolito na ocene jego
wplywu na wilasciwosci bdjcze wobec analizowanego panelu bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych, zwigzane z odzialtywaniami o charakterze elektrostatycznym. Problematyczne byly
oznaczenia w przypadku szczepu grzybiczego C. albicans, wynikajaca ze zmetnienia probki. Prosze
0 probe wyjasnienia przyczyny powyzszego zjawiska, a jego rozwigzaniem moze byloby
zastosowanie techniki hodowlanej polegajacej na okresleniu liczby jednostek koloniotworczych na
podtozu statym. Podobny efekt obecnosci hydrofobowych tancuchéw w strukturze polimeru miat
efekt na analizowane w pracy wlasciwosci hemolityczne i cytotoksyczne, co zwigzane jest z ich
zdolnoscig zaburzenia ciggloSci dwuwarstwy lipidowej oraz indukcjg transportu jonéw. Prosze o
wyjasnienie dlaczego na rycinie 43 nie podano zywotno$ci przy braku w probce badanej
analizowanych form polimerowych i zastosowano rozne zakresy stezen. Waznym elementem tej
czesci badan bezposrednio zwigzanym z celem pracy jest efekt polimeréw PMOX-PEI na ciagglosé
dwuwarstwy lipidowej, ktorej zaburzenie ocenione metoda BLM (indukcja réznych typow pradow
oraz mozliwo$¢ wbudowania w struktur¢ membrany) jest skorelowany z badang aktywnoScig

biologiczna.

Rozdziat CZESC EKSPERYMENTALNA to opis zastosowanych materiatéw oraz metod
badawczych i w moim przekonaniu powinien by¢ przed opisem wynikow w ramach rozprawy.
Prezentacja metod i zastosowanych materiatow jest szczegotowa i zawiera informacji wymagane do

odtworzenie czgsci doswiadczalnej pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Dominiki Kozon-Markiewicz pt. Nowe polimery antybakteryjne zaburzajgce ciggtosé dwuwarstwy
lipidowej, badania mechanizmow aktywnosci i regulacji przewodnictwa jonowego Stanowi

oryginalne rozwigzanie problemu naukowego wnoszac nowa wiedze¢ W zakresie aktywnosSci



biologicznej polimeréw przeciwbakteryjnych w kontekscie skiadu i cigglosci dwuwarstwy lipidowej
i spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pozn.zm). Wnoszg do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o przyjgcie rozprawy i

dopuszczenie Pani mgr inz. Dominiki Kozon-Markiewicz do dalszych etapow przewodu

(MCcW/f(VOAS

doktorskiego.



