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OCENA

rozprawy doktorskiej magistra Tomasza Janka
pt. ” Izolacja, identyfikacja oraz charakterystyka wlasciwosci biomedycznych

biosurfaktantow?”

W pracy przegladowej ,,Biomedyczna aktywnos$é biosurfaktantéw” pochodzacej z Zakladu
Biotransformacji  Uniwersytetu ~ Wroclawskiego, opracowanej - wylgcznie o prace
zewnetrznych  autoréw  spoza  Polski z  lat 1996-2006,  opublikowanej
w Postepy Higieny i Medycyny Do$wiadczalnej 2010; 64: 310-313, mamy podane szereg
stwierdzen, ktore moga stuzy¢ jako merytoryczne i bardzo obszerne motto do pracy
doktorskiej Pana Tomasza Janka z 2013 roku, ktéra otrzymatem w celu dokonania jej
recenzji.

,Biosurfaktanty ze wzgledu na swoja zdolno$¢ obnizania napig¢cia powierzchniowego na
granicy faz, mogg chroni¢ réznego rodzaju powierzchnie przed przyleganiem do nich mi-
kroorganizmow i dlatego sa obiecujacymi zwigzkami, ktére moga znaleZé zastosowanie
w medycynie” [Banat .M. i wsp. 2000; Neu T.R. 1996; Rodrigues L. i wsp. 2006]. ,,Adhezja
mikroorganizméw do np. protez wewngtrznych jest czgsto przyczyng rozwinigeia si¢ w takich
miejscach  biofilmu, powodujgcego zakazenia i bardzo trudnego do usunigcia.”
Zaobserwowano, 7e biosurfaktanty wydzielane przez probiotyczny szczep Sfreptococcus
thermophilus hamujg adhezje grzyba Candida albicans do silikonowych powierzchni
[Busscher H.J. i wsp. 1997], a biosurfaktant wytwarzany przez Lactobacillus acidophilus
hamuje adhezje do silikonu nie tylko Candida albicans, ale rébwniez bakterii uropatogennych”
[Velraeds M.M. i wsp. 1996]. ,Ponadto stwierdzono hamowanie formowania biofilmu
Salmonella enterica pod wplywem surfaktyny na $ciankach plytki mikrotitracyjnej
wykonanej z polichlorku winylu oraz na cewnikach urologicznych. Podobne wyniki uzyskano
z uzyciem innych surfaktantéw pochodzenia chemicznego i biologicznego. Surfaktyna
(podobnie jak syntetyczny surfaktant Tween 80) ma dzialanie rozpraszajace wstgpnie

uformowany biofilm bez wplywu na wzrost komorek, dzigki czemu zabezpiecza przed




formowaniem si¢ biofilmu na cewnikach urologicznych przez organizmy, takie jak S.
enterica, Escherichia coli, Pseudomonas mirabilit” [Mireles R.J. IT i wsp. 2001].

W podsumowaniu stwierdzono: ,Mimo ze na Swiecie znanych i stosowanych jest wiele
zwiazkéw, wykazujgcych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe i/lub przeciwnowotworowe,
weigz poszukiwane sa nowe substancje wytwarzane m.in. przez drobnoustroje. Biosurfaktanty
moga by¢ dobrymi, potencjalnymi zwigzkami, nie tylko dezynfekujacymi, ale réwniez — po
odpowiednich testach klinicznych — lekami wspomagajgcymi leczenie nowotworow”.

Ta mysl, jak sadz¢ dominujgca od szeregu lat w Zaktadzie Biotransformacji na Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego sktonila Pana Tomasza Janka do wykonywania

pracy doktorskiej pod kierunkiem dr hab. inz. Marcina Lukaszewicza.

Temat, ktorym zajat si¢ Doktorant — Izolacja, identyfikacja oraz charakterystyka
wladciwosci biomedycznych biosurfaktantow” - nalezy uznaé za jak najbardziej trafny
i aktualny. Praca dotyczy biosurfaktantow, czyli zwigzkow powierzchniowo czynnych
produkowanych przez mikroorganizmy, ktére poza zdolnoéciami adsorbowania si¢ na
granicach faz wykazujg potencjal do tworzenia uktadé6w micelarnych. Sa waznymi
biotechnologicznymi produktami, dla ktérych roénie zastosowanie W roznych gatgziach
przemystu spozywczego, kosmetycznego czy petrochemicznego oraz w medycynie z powodu
ich potencjalnie biomedycznego dziatania i niskiej toksycznosci. Sg stosunkowo latwe do
otrzymywania, ale oczywiscie ich cena jest zdecydowanie za duza, aby byly stosowane jako
podstawowe surfaktanty dla przemystowo produkowanych na duza skale detergentow dla

gospodarstw domowych i dla przemystu.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Tomasza Janka obejmuje 194
strony oprawionego wydruku komputerowego, w tym 27 zestawien tabelarycznych, 61 rycin
(w tym barwne wysokiej jakosci fotografie) oraz 223 pozycji pi$miennictwa, bardzo
aktualnych w wigkszosci pochodzacego z ostatnich lat. Praca jest waznym etapem
dochodzenia do praktycznych zastosowan biosurfaktantéw, w najwazniejszym — jak sig
wydaje — nurcie nauki stuzacej bezposrednio zdrowiu czlowieka. Nie jest to czgsty przypadek
by podstawowe badania naukowe okreslonego doktoranta miaty tak wyraznie ukierunkowany
cel badaf, zgodny z celami catego Zakladu. Formalnym potwierdzeniem tego faktu sg
informacje o dwu grantach Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego oraz
grancie z Narodowego Centrum Nauki na pokrywanie kosztow wickszoéci wykonanych

badan. Wiecej szczegdtow na ten temat na koncu Opinii.
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Wyniki prezentowane w rozprawie doktorskiej magistra Tomasza Janka sg migdzy innymi
zawarte w czterech publikacjach zamieszczonych w czasopismach z listy filadelfijskiej z lat
2010-2013, gdzie doktorant jest pierwszym autorem, oOraz siedmiu  komunikatow

konferencyjnych.

Uklad recenzowanej pracy jest typowy dla rozprawy doktorskiej; zawiera streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrotow, wstgp, cel pracy, materiat
i metody badawcze, wyniki przeprowadzonych badan, dyskusje, wnioski oraz bibliografie.
Na koficu rozprawy zamieszczono aneks zawierajgcy spisy tabel, rysunkéw i wykresow.
Szczegolnie godnym uwagi jest zebranie na poczatku rozprawy licznie uzywanych skrotow,
co w znaczny sposob ulatwia czytelnikowi éledzenie poszczegdlnych czesei rozprawy

doktorskiej.

Wstep rozprawy doktorskiej sklada si¢ z kilku podrozdzialow. Po krotkim
wprowadzeniu dotyczgcym charakterystyki typowych grup surfaktantow syntetycznych i
biosufaktantéw Doktorant przedstawit takie zagadnienia dotyczace biosurfaktantéw jak: ich
synteza i czynniki wplywajgce na ten proces, metody izolacji i oczyszczania oraz metody
oznaczania struktury chemicznej biosurfaktantow. Ta cze$é wstgpu jak widaé obejmuje
pierwsza czg$¢ tematu rozprawy doktorskiej, tj. ,,Jzolacja, identyfikacja .....biosurfaktantow”.
Druga czgé¢ rozprawy, czyli ,,charakterystyka wlasciwosci biomedycznych biosurfaktantow”
we wstepie jest opisana jako Fizjologiczna rola biosurfaktantéw, ich wiasciwosci
powierzchniowe oraz zastosowanie. Ten obszerny dzial rozprawy, lacznie z mocno
podkreslong  fizjologiczng rolg  apoptozy i wladciwodciami  proapoptotycznymi
biosurfaktantéw obejmuje az 200 pozycji literaturowych z catkowitej liczby prac cytowanych
wynoszacej 223. Lektura wstepu pokazuje duzg swobode i wnikliwo$¢ analizowania dobrze
wyselekcjonowanego pismiennictwa. Zacytowana literatura stworzyla podstawy do lepszego

rozumienia uzyskiwanych wynikoéw i pozwolita na ich pelniejsza interpretacje.

W rozdziale Cel pracy nawiazano do badan prowadzonych w macierzystym Zakladzie,
gdzie po wykonaniu odpowiednich testow biochemicznych, z posiadanych 132 kolonii
mikroorganizméw, wytypowano 5 grup mikroorganizméw do dalszych badan. Ta grupa 5
kolonii byta dodatkowo wyselekcjonowana pod wzgledem wydzielania Zwigzkow
powierzchniowo czynnych z 35 przebadanych kolonii. Autor nie podal w pracy czy ta ostatnia

selekcja miata za kryterium przyjeta zdolnos¢ do maksymalnego obnizania napigcia
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powierzchniowego czy tylko ilosci produkowanych biosurfaktantow. Pokazuje to jednak
potencjat badawczy jaki kryje sig w juz posiadanych koloniach mikroorganizmow wiele lat
temu pozyskanych z gleby i wody arktycznej podezas XVIII ekspedycji polarnej
Uniwersytetu Wroctawskiego.

Bezpo$rednio w opiniowanej pracy zajmowano si¢ trzema z pigciu grup
mikroorganizméw, stad mozna sadzi¢, iz pozostate 2 kolonie sg nadal w kregu zainteresowan
Zaktadu. Podkreslam ten fakt, poniewaz zbyt czgsto prowadzimy oderwane od wigkszej
grupy badawczej prace doktorskie, co jest niedobrym rozpraszaniem Srodkow finansowych.
Nie sta¢ nas na utrate dobrze przygotowanych warsztatowo i koncepcyjne tematéw
badawczych
i komercyjnych, jesli dotychczasowe wyniki rokujg tak wiele jak w recenzowanym
przypadku.

Zasadniczym celem pracy bylo opracowanie metod otrzymywania, izolacji oraz
identyfikacji biosurfaktantow syntezowanych przez mikroorganizmy arktyczne Pseudomonas
fluorescens BDS, Pseudomonas putida BD2 i Rhodococcus fascians BD8. Dla wszystkich
otrzymanych biosurfaktantow o oznaczonej strukturze celem byto okreslenie ich wlasciwosci
biomedycznych. Celem koficowym byla analiza zaleznodci pomiedzy strukturg chemiczng
a badanymi whasciwosciami. Ten ostatni cel koncowy wydaje si¢ byt podany emocjonalnie i
na wyrost, bo on sam w sobie wykracza poza zakres rozprawy doktorskiej o tak bogatych
planach przedstawionych w gtéwnych celach pracy. Ale nie nalezy ttumi¢ ambicji na wstepie
do realizacji rozpraw doktorskich. Zrealizowanie glownych celow jest i tak ogromnie ambitne
i wymagajace duzego doswiadczenia badawczego.

Metodologie badan opisano bardzo szczegolowo, nie budzi ona zadnych zastrzezefi.
Uderza mnogos¢ nowoczesnych technik badawczych zastosowanych poprawnie do realizacji
zalozonych celow rozprawy. Magister Tomasz Janek posiadt umiejgtnose wykonywania nie
tylko rutynowych procedur mikrobiologicznych, ale rowniez postugiwania miedzy innymi si¢
ultrasprawng chromatografia cieczows, chromatografig preparatywng, hodowlg komorkowsg
czy tez technikg Real-time PCR. Niewatpliwie szczegdlng zaleta pracy doktorskiej magistra
Tomasza Janka jest jej kompleksowo$¢ i mnogosé przeprowadzonych doswiadczen. Caly ten
dzial obrazuje ogrom pracy, ktorg Doktorant wlozyt w wykonanie badafi i przygotowanie
rozprawy. Osobicie zabraklo mi danych odnoszacych si¢ do metod analizy statycznej.
Odnosze takze wrazenie, ze wyniki wiasne Doktoranta moglyby by¢ poddane analizie

statystycznej, co znacznie by je uwiarygodnilo i jeszcze bardziej podkreslito wartos¢




poczynionych przez Doktoranta obserwacji. Brak jest informacji na temat czy uzyskane
wyniki sa pojedynczymi wynikami, czy tez sq $rednig z kilku wynikow.

Wyniki pracy zostaly opracowane niezwykle starannie i zebrane w postaci
tabelarycznej oraz na rysunkch. Zobrazowanie gtéwnych wynikow w formie graficznej wraz
z ich stownym opisem ulatwia czytelnikowi zrozumienie podstawowych przestanek pracy
doktorskiej. Jak wspomniatem wcze$niej uderza mnogos¢ wynikéw i dokonanych analiz,
przekraczajgca nawet, w mojej ocenie, ramy standardowej rozprawy doktorskie;j.

Typowym mankamentem w wielu pracach doktorskich jest brak poréwnania uzyskanych
whasciwoéci zwiazkéw z surfaktantami referencyjnymi. A jedli juz takie poréwnania sg
zamieszczone, to nie powinny one dotyczy¢, np. poréwnywania biosurfaktantu anionowego z
syntetycznym niejonowym, np. Tritonem 100. Kolejng sprawa jest nie tylko poréwnywanie
surfaktantow anionowy-anionowy, czy niejonowy-niejonowy, ale surfaktantow o takich
samych lub zblizonych wielkosciach fragmentow hydrofoboWych (np. dhlugosciach
tancuchéw weglowodorowych), aby uwidoczni¢ wplyw na wlasciwoséci grup polarnych
syntetycznego i pochodzacego od mikroorganizméw surfaktantu. W kilku miejscach autor
rozprawy nie ustrzegt si¢ tego przypadku.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorant dokonat szereg nowych obserwacji wzbogacajacych istotnie
wspblczesng wiedzg o biosurfaktantach. Przede wszystkim wyizolowal i oznaczyl strukturg
chemiczna nowych zwiazkéw (pseudofaktyny I oraz IT) oraz wykazat przeciwnowotworowe

dziatanie pseudofaktyny IL.

Doktorant wykazat, trafny dobér cytowanego pi$miennictwa i potrafit krytycznie
ustosunkowaé sie do uzyskanych rezultatow w $wietle dostgpnej literatury. Omowienie jest
wyczerpujgce i dowodzi duzej dojrzatosei naukowej mgr Tomasza Janka.

Rozprawe wieficzy trzynascie waznych wnioskow przedstawionych w formie

opisowej, ktore odzwierciedlajg w pelni przeprowadzone przez Doktoranta badania.

Ogromnym plusem recenzowanej pracy poza duzymi osiggni¢ciami w zakresie nauk
podstawowych zajmujacych si¢ zagadnieniami biosurfaktantow, jest doprowadzenie $ciezki
realizowanych badan do punktu przedwdrozeniowego. Jest to o tyle istotne, ze zostal
osiagniety autentyczny sukces. Dokonano syntezy, wydzielenia, charakterystyki chemicznej
oraz szeroko zakrojonej charakterystyki fizykochemicznej a takze pomiar6w bioaktywnosci
natrafiajac na pseudofaktyne, ktéra by¢ moze bgdzie nowa bronig w walce z czerniakiem.

Dotychczasowe wyniki badan wskazujg na to, ze obrana droga pozyskania wielu szczepow
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bakterii arktycznych doprowadzila do odkrycia biosurfaktantu zdolnego do naruszania

selektywnie integralnosci bfon komoérek czerniaka.

Oczyszczono dwa cykliczne lipopeptydy ze szczepu Pseudomonas fluorescens BD5 -
pseudofaktyng I (PFI) i pseudofaktyng II (PFII). Udowodniono, Ze PFII ostabia adhezje
komérek i utrudnia tworzenie tzw. biofilmu przez pig¢ gatunkéw bakterii i jeden grzyb. Autor
prezentuje w jaki sposéb PFIL wywoluje apoptozg komorek czerniaka na przykladzie linii
A375. W testach wykazano, ze PFII w najwigkszych dawkach praktycznie catkowicie
eliminuje komoérki czerniaka, podczas gdy proliferacja komorek kontrolnych zostaje
zahamowana jedynie w 50%. PFII wywolywata w komorkach czerniaka podobne skutki
(m.in. pofragmentowane jadra komérkowe, o charakterystycznym polksigzycowatym
ksztalcie) do staurosporyny, zwigzku o znanej aktywnosci proapoptotycznej. W komorkach
linii A375 zaobserwowano takze szereg innych symptomow typowych dla apoptozy —
fragmentacje DNA, naptyw do komérki jondw wapnia (Ca®"), reorganizacj¢ cytoszkieletu
(kondensacje aktyny), naruszenie struktury bton komorkowych i aktywacje¢ kaspazy 3,
enzymu uczestniczacego w kaskadzie sygnatowej szlaku apoptozy. Niezaleznie wykazano, ze
mechanizm wywolywania apoptozy komorek czerniaka przez PFIl ma Scisty zwigzek z
tworzeniem miceli — kulistych, tworéw zlozonych z czasteczek o wiadciwosciach
amfifilowych. Z takich wilasnie zwigzkow sa zbudowane wszystkie blony komdrkowe.
$rednica miceli tworzonych przez PFIl w wodzie miescita si¢ w zakresie ok. 40-60 nm.
Mechanizm apoptozy wywolywanej przez PFII polega na zaburzeniu integralnosci blon
komorkowych poprzez ich interakcj¢ z micelami. Wyraznie wskazuje na to nie tylko
zachwianie réwnowagi wapnia w komérkach, ale rowniez obecnos¢ w pozywce
dehydrogenezy mleczanowej (ang. lactate dehydrogenase, LDH), uwalnianej z hodowanych
komorek przez polprzepuszcezalne blony. Przyczyng mogg byé roznice w sktadzie blony
komoérkowej. W blonie otaczajgcej komorki czerniaka A375 stwierdzono m.in. nizszg
sawartosé steroli. W dobie coraz czestszych zachorowan na ten grozny nowotwor, temat ten
z pewnoscig wart jest poglebienia w badaniach podstawowych na uktadach liposomowych.

Przedstawione przez Doktoranta cele badawcze zostaly w pelni zrealizowane, co
$wiadezy z jednej strony o dobrze zdefiniowanych celach, a takze o duze] umiejetnosci

planowania i aktualizacji planéw badan naukowych przez magistra Tomasza Janka.

Reasumujgc, oceniam rozprawe mgr Tomasza Janka bardzo wysoko, zaréwno pod

wzgledem poznawczym, jak i praktycznym. Uktad rozprawy jest przejrzysty. Temat pracy
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jest bardzo aktualny a jego omowienie W petni wyczerpujace. Przedstawiona w pracy
prezentacja wynikéw jest logiczna, za$ na podkreslenie zashuguje staranno$¢ redakcyjna 1
interesujaca szata graficzna. Rozprawa napisana jest poprawng polszczyzng. Drobne uwagi
redakcyjne przekazatem osobiscie doktorantowi. Sg one na tyle drobne, ze z jednej strony nie
maja wplywu na przedstawiong w recenzji oceng. Na podstawie przedstawionej do recenzji
pracy uwazam, ze Doktorant jest w pelni przygotowany do prowadzenia prac badawczych.

Stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny praca doktorska mgr Tomasza Janka pt.
Izolacja, identyfikacja oraz charakterystyka whasciwosci biomedycznych biosurfaktantow”
spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim stawiane rozprawom doktorskim
okreslone przez Ustawg 0 Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 18 marca 2011.

Mam wiec zaszezyt przedtozy¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroclawskiego moja bardzo pozytywng oceng rozprawy wraz z wnioskiem
o dopuszczenie Pana mgr Tomasza Janka do dalszych etapow przewddu doktorskiego.

Wysoka merytoryczna ocena przedstawionej pracy doktorskiej oraz to, ze badania
Doktoranta sg pionierskie w kraju 1 w znaczny sposob przyczyniajg si¢ do poszerzenia wiedzy
o biosurfaktantach w petni upowazniajg mnie do wystgpienia z wnioskiem do Wysokiej Rady
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o wyroznienie rozprawy doktorskiej

mgr Tomasza Janka.

Sond Lrf

Dr hab. inz. Marek Ktazyfiski




