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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. inz. Adama Grzywaczyka,
pt.
,Interaction of surfactants of natural origin with phospholipid membranes”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Ewy Kaczorek oraz dr. inz. Wojciecha Smutka
(promotora pomocniczego) w Instytucie Technologii i1 Inzynierii Chemicznej Wydziatu Technologii

Chemicznej Politechniki Poznanskie;j.

Tematyka ocenianej rozprawy doktorskiej dotyczy niezwykle aktualnego i1 intensywnie rozwija-
nego obszaru badan dotyczacych interakcji surfaktantow pochodzenia naturalnego z btonami fosfoli-
pidowymi. Wsérod biosurfaktantow istotng pozycje zajmuja saponiny, czyli amfifilowe glikozydy
szeroko rozpowszechnione w §wiecie ro$lin, zarowno jadalnych, jak i niejadalnych, ktore dzigki bu-
dowie obejmujacej lipofilowy aglikon i hydrofilowe tancuchy cukrowe wykazuja zdolno$¢ do wielo-
kierunkowej modulacji wiasciwosci blon biologicznych. Ich unikalne wlasciwosci fizykochemiczne
1 biologiczne sprawiaja, ze znajduja one zastosowanie w wielu dziedzinach, poczawszy od technolo-
gii zywnosci, kosmetologii i rolnictwa, poprzez ochron¢ $rodowiska, az po farmacj¢ 1 medycyng.
Szczegolne zainteresowanie budzi ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne, przeciw-
wirusowe 1 immunomodulacyjne, a ostatnio takze zdolno$¢ do synergicznego wzmacniania aktywno-
sci lekow przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych.

Mechanizm dzialania saponin jest bezposrednio zwigzany z ich interakcjg z blonami lipidowy-
mi, prowadzaca do zmian w pakowaniu fosfolipidow, zwigkszenia ptynnos$ci 1 przepuszczalnosci
membran, a niekiedy takze do tworzenia defektéw strukturalnych, utatwiajacych transport substancji
czynnych do wnetrza komorek mikroorganizméw. Stanowi to istotny kierunek badan w konteks$cie

narastajacej globalnie opornosci drobnoustrojow na leki przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybicze —
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jednego z najpowazniejszych wyzwan zdrowia publicznego wspodiczesnej medycyny. Synergiczne
potaczenie saponin z antybiotykami, takimi jak nitrofurany, aminoglikozydy czy antybiotyki beta-
laktamowe, moga obniza¢ minimalne st¢zenia hamujace (MIC), zwigksza¢ biodostgpnos¢ lekow,
a tym samym umozliwia¢ redukcj¢ ich dawek i ogranicza¢ rozwdj mechanizmoéw lekoopornosci.
W kontekscie patogenéw o wysokim priorytecie klinicznym, takich jak, m.in. Pseudomonas aerugi-
nosa, Acinetobacter baumannii czy drozdzaki Candida spp., odpowiedzialnych za infekcje o ograni-
czonych mozliwo$ciach terapeutycznych, poszukiwanie nowych strategii leczenia opartych na modu-
lacji bton bakteryjnych i grzybiczych ma znaczenie szczegdlne.

W tym kontekscie szczegdtowe poznanie molekularnych mechanizmow interakcji saponin
z modelowymi blonami fosfolipidowymi stanowi kluczowy etap rozwoju nowatorskich kierunkow
terapeutycznych wykorzystujacych ich potencjat adiuwantowy i zdolno$¢ modulacji przepuszczalno-
$ci membran. Badania prowadzone na systemach modelowych dostarczajg istotnych informacji
o efektach fizykochemicznych tych interakeji, ktére moga zosta¢ wykorzystane nie tylko w projek-
towaniu terapii przeciwdrobnoustrojowych opartych na synergii z antybiotykami, lecz takze w bio-
technologii, jako podstawa konstruowania nos$nikéw lipidowych w systemach kontrolowanego do-
starczania lekow. Tak ukierunkowana problematyka badawcza ma wysoka wartos¢ naukowa 1 apli-
kacyjna, co w pelni uzasadnia realizacj¢ badan przedstawionych w niniejszej rozprawie.

Kandydat do stopnia naukowego przedlozyt prace doktorska, pt. ,Interaction of surfactants of
natural origin with phospholipid membranes”, wykonang pod kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Ewy
Kaczorek oraz dr. inz. Wojciecha Smutka (promotora pomocniczego) w Instytucie Technologii
1 Inzynierii Chemicznej Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej. Na przygoto-
wang rozprawe doktorska sktada si¢ spojny tematycznie cykl pigciu anglojezycznych artykuléw nau-
kowych opublikowanych w czasopismach wymienionych w bazie Journal Citation Reports, o suma-
rycznym wskazniku oddzialywania wynoszacym 20,8 1 lacznej punktacji ministerialnej réwnej 450.
Wszystkie prace opublikowano w latach 2023-2025 w recenzowanych czasopismach posiadajacych
wysoki wskaznik cytowan i punktacje Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyzZszego wynoszacych
odpowiednio w przypadku Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects —
IF=4,9 (MNiSW=70 pkt.), Molecules — [F=4,2 (MNiSW=140 pkt.), World Journal of Microbiology
and Biotechnology — IF=4,0 (MNiSW=70 pkt.) oraz Langmuir — [F=3,7 (MNiSW=100 pkt.). W czte-
rech sposréd tych publikacji Kandydat byt pierwszym wspotautorem, natomiast w dwoch petnit

funkcj¢ autora korespondencyjnego. Ze ztozonych przez Doktoranta o§wiadczen wynika, ze indywi-
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dualny wkiad w opracowanie kazdej z tych publikacji byt znaczacy i obejmowal opracowanie kon-
cepcji badan oraz zatozen eksperymentalnych, przeprowadzenie przegladu literatury, przygotowanie
i redakcj¢ manuskryptow, w tym opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow, a takze interpreta-
cje wynikow wraz z analizg statystyczng i ich wizualizacja. Autor uczestniczyt w przygotowaniu
materiatu do badan, obejmujacym przeprowadzenie ekstrakcji, procesOw nanofiltracji oraz charakte-
rystyki poszczegolnych frakeji ekstraktow roslinnych. Brat udziat w realizacji zaawansowanych ana-
liz instrumentalnych i fizykochemicznych, badaniach oddzialywan z monowarstwami fosfolipido-
wymi i pecherzykami liposomalnymi oraz w ocenie wptywu ekstraktow na wlasciwosci komorek
grzybow 1 bakterii, a takze w analizie wspotdziatania saponin z antybiotykami i ich oddzialywania na
komorki ludzkie. Nalezy podkresli¢, iz wiekszo$¢ badan wykonano w ramach grantu o numerze
2020/39/B/NZ9/03196, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w konkursie OPUS 20, pod
naukowym kierownictwem promotora. Ponadto, Pan mgr inz. Adam Grzywaczyk uczestniczyt i na-
dal uczestniczy w realizacji, organizacji i kierowaniu innymi projektami badawczymi finansowany-
mi zarowno ze zrddel wewnetrznych, jak i zewnetrznych, co $wiadczy o duzej dojrzalosci badaw-
czej, samodzielnos$ci oraz intensywnej dziatalno$ci naukowe;.

Doktorant posiada w swoim dorobku naukowym, poza pigcioma wykorzystanymi w niniejszej
pracy doktorskiej, rowniez inne bardzo znaczace publikacje naukowe o zasiggu migdzynarodowym
o lacznym wspotczynniku wptywu Impact Factor (IF) wynoszacym 85,715, sumarycznej punktacji
Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego na poziomiel650 pkt. oraz istotnej liczbie cytowan,
ktora wedtug réznych baz danych miesci si¢ w przedziale 239-308, co potwierdza wysoka warto$¢
1 widoczno$¢ naukowa publikacji. Magister Grzywaczyk jest tez wspolautorem czterech rozdzialow
w monografiach naukowych 1 dwodch zgloszen patentowych. Wyniki badan prezentowat na konfe-
rencjach krajowych i migdzynarodowych, w formie wystgpien ustnych i1 posterowych, a za swoja
aktywnos$¢ naukowa byl wielokrotnie nagradzany, co potwierdza uznanie srodowiska akademickiego
oraz wysoka warto$¢ prezentowanych osiggni¢¢. Doktorant wykazuje ponadto znaczace zaangazo-
wanie w rozwoj Srodowiska naukowego i dziatalno$¢ innowacyjna, jest wspotzalozycielem spotki
typu spin-off MiCo Scientific oraz cztonkiem krajowych towarzystw naukowych 1 studenckiego kota

naukowego, co swiadczy o jego szerokiej aktywnosci 1 przedsigbiorczej postawie w obszarze nauki.

Ocena formalna pracy
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Praca doktorska mgr. inz. Adama Grzywaczyka zostata zredagowana w sposob typowy dla
opracowan, ktorych podstawe stanowig juz opublikowane powigzane tematycznie artykuty naukowe.
Przedlozona dokumentacja obejmuje komplet materialéw sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska,
w catosci opracowanych i zredagowanych w jezyku angielskim. Zasadnicza cze$¢ pracy stanowi
autoreferat zawierajacy podzigkowania w dwoch wersjach jezykowych (angielskiej 1 polskiej), spis
tresci, streszczenie (réwniez w dwoch wersjach jezykowych), liste stosowanych skrotow, zwigzty
i adekwatny do zakresu podjetej problematyki badawczej przeglad pismiennictwa, a takze precyzyj-
nie okreslong luke¢ badawcza, sformutowang hipoteze badawcza oraz cele rozprawy, stanowigce pod-
stawe zaplanowanych badan eksperymentalnych. Dokumentacja obejmuje ponadto wykaz publikacji
wiaczonych do rozprawy oraz syntetyczne podsumowanie uzyskanych wynikéw badan zaprezento-
wanych w poszczegdlnych publikacjach. Cato$¢ zostata zwiezle ujeta w sekcji prezentujacej najwaz-
niejsze rezultaty badan, ktéra w sposob klarowny i logiczny podsumowuje uzyskane osiggnigcia na-
ukowe. W dalszej czesci dolaczono rowniez zestawiong liste 132 pozycji pisSmiennictwa oraz infor-
macje dotyczace licencjonowania wykorzystanych ilustracji, co $wiadczy o wysokiej starannosci
edytorskiej 1 dbalosci o zgodnos$¢ z zasadami etyki publikacyjnej. Nastepnie zamieszczono informa-
cje o innych osiggnigciach naukowych Doktoranta, a takze przedstawiono przedruki publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy, uzupetnione materiatami dodatkowymi, dokumentujacymi przebieg
1 rezultaty realizowanych badan. W rozprawie liczacej facznie 193 stron, umieszczone zostaty takze
informacje o indywidualnym wktadzie Autora i wszystkich pozostatych wspoétautoréw publikacji
wlaczonych do cyklu wydawniczego rozprawy oraz kopie podpisanych oswiadczen dotyczacych

wkladu w publikacj¢ wszystkich wspotautorow.

Ocena merytoryczna pracy

Przygotowana przez mgr. inz. Adama Grzywaczyka praca doktorska stanowi istotny wktad
w rozwdj nowoczesnych strategii wykorzystania biosurfaktantow w biotechnologii i mikrobiologii
stosowanej oraz projektowaniu innowacyjnych rozwigzan terapeutycznych. Tego rodzaju zatozenia
badawcze niewatpliwie stanowily punkt wyjscia dla Doktoranta przy planowaniu i realizacji badan
wlasnych. Autor umiejetnie zintegrowat poszczegdlne etapy pracy eksperymentalnej, konsekwentnie
ukierunkowane na jasno sformulowany cel gtowny, ktorym byto poznanie mechanizméw oddziaty-
wania saponin z btonami fosfolipidowymi oraz ocena ich wptywu na wiasciwosci fizykochemiczne

membran modelowych i1 biologicznych. W bezposrednim nawigzaniu do zidentyfikowanej luki ba-
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dawczej postawiono hipoteze zakladajaca, ze saponiny modyfikujg wiasciwosci fizykochemiczne
bton fosfolipidowych zar6wno w komoérkach zywych, jak 1 w systemach modelowych, dzieki czemu
moga pehié¢ funkcje adiuwantow, zwiekszajac skutecznos$¢ substancji czynnych. Hipoteza ta wyzna-
czyta kierunek badan i stanowila podstawe logicznie zaplanowanej strategii eksperymentalne;.

Wszystkie wykonane analizy 1 uzyskane rezultaty zaprezentowano w pieciu odpowiednio zesta-
wionych artykutach naukowych, ktére po przejsciu wnikliwej oceny recenzenckiej, dowiodly juz
wysokiego poziomu merytorycznego i metodologicznego. Niemniej jednak obowigzkiem recenzenta
jest omowienie znaczenia uzyskanych wynikow w kontek$cie wzbogacenia wiedzy dotyczacej me-
chanizméw oddziatywania saponin z btonami fosfolipidowymi oraz ich potencjalnych zastosowan
terapeutycznych 1 biotechnologicznych, a takze podjgcie rzeczowej dyskusji z Autorem w celu do-
precyzowania interpretacji wybranych rezultatdéw. Nalezy jednak podkresli¢, ze zalozenia badawcze
zostaty w pelni zrealizowane, a uzyskane wyniki posiadaja realng warto$¢ aplikacyjna, co byto moz-
liwe dzigki umiejetnemu potaczeniu klasycznych metod analitycznych z najnowoczesniejsza analiza
instrumentalng i technikami mikrobiologicznymi.

W artykule nr 1 przedstawiono kompleksowg charakterystyke ekstraktu zawierajgcego saponiny
pozyskanego z korzenia mydlnicy lekarskiej (Saponaria officinalis L.) oraz jego frakcji otrzymanych
metoda dwustopniowej nanofiltracji. Zastosowane podejscie umozliwito skuteczng koncentracje
zwigzkéw aktywnych 1 wyodrebnienie frakcji o kontrolowanym zakresie mas czasteczkowych,
z ktorych kluczowa okazata si¢ frakcja E2 (0,5-3 kDa), zawierajaca wiekszo$¢ komponentéw sapo-
ninowych o wysokiej aktywno$ci powierzchniowej. Wykazano zdolnos¢ frakcji oczyszczonej do
tworzenia jednorodnych miceli o nanometrycznych rozmiarach, co stanowi istotng zalet¢ z perspek-
tywy projektowania stabilnych nanoemulsji oraz systemow kontrolowanego dostarczania lekow.
Praca wnosi réwniez warto$¢ metodologiczng, potwierdzajac mozliwos¢ stosowania klasycznych
modeli termodynamicznych do opisu ztozonych mieszanin naturalnych oraz wyznaczania parame-
tréw takich jak CMC czy energia swobodna tworzenia miceli.

Na podkreslenie zastuguje trafne wykorzystanie technik nanofiltracyjnych i zaawansowanych
metod analiz fizykochemicznych, co umozliwito powigzanie wlasciwosci powierzchniowo czynnych
z charakterystyka chemiczng poszczegdlnych frakcji. Wyniki wskazujg na realny potencjat aplika-
cyjny oczyszczonych saponin, szczegolnie w przemys$le farmaceutycznym, kosmetycznym i spo-

ZywCzZym.
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Warto jednak zauwazy¢, ze oczyszczona frakcja nie wykazywata petlnej zdolnosci obnizania na-
piecia powierzchniowego w porownaniu z ekstraktem surowym, co sugeruje mozliwy synergizm
sktadnikéw obecnych w niewielkich stgzeniach w surowym ekstrakcie. Moze to wymagac dalszych
badan nad rolag komponentow towarzyszacych oraz ich wplywem na wtasciwosci funkcjonalne mie-
szanin saponinowych.

W artykule nr 2 przeanalizowano interakcje saponin pozyskanych z lukrecji gtadkiej (Glycyrrhi-
za glabra L.) z modelowymi ukladami btonowymi, wykorzystujac monowarstwy fosfolipidowe
i liposomy. Wykazano, ze saponiny integruja si¢ z membranami, zwickszajac pltynnos¢ i zaburzajac
upakowanie lipidow w monowarstwach, podczas gdy w liposomach oddzialywania te maja charakter
powierzchniowy i nie prowadzg do ich destrukcji, co potwierdzono m.in. pomiarami potencjatlu zeta
i analizg rozktadu wielkosci czastek. Podkreslenia wymaga wptyw stopnia oczyszczenia ekstraktu —
frakcje oczyszczone powodowaty bardziej jednorodne oddziatywanie, podczas gdy ekstrakt surowy
sprzyjal agregacji pecherzykdéw. Wyniki te istotnie poszerzaja wiedz¢ o mechanizmach dziatania
saponin 1 potwierdzaja ich potencjat jako bezpiecznych modulatorow wlasciwosci membran w sys-
temach dostarczania lekow, cho¢ ograniczeniem pozostaje ich badanie wylacznie na modelach
uproszczonych.

W artykule nr 3 Autor zweryfikowat obserwacje wykonane na modelach blonowych w warun-
kach biologicznych, badajac wplyw saponin z Saponaria officinalis na przepuszczalnos¢ blon ko-
morkowych drozdzakow z rodzaju Candida (C. albicans i C. krusei). Zastosowanie sferoplastow,
pozbawionych $ciany komorkowej, umozliwito bezposrednig oceng oddziatywania saponin na btone
cytoplazmatyczna, eliminujac efekt ochronny struktury $ciany. Wykazano istotne zwigkszenie prze-
puszczalnosci bton (ok. 22—-30%)), a takze znaczace zmiany potencjalu zeta, wskazujace na silne wia-
zanie saponin z powierzchnig komorek 1 modyfikacje ich wlasciwosci fizykochemicznych. Istotne
jest rowniez obserwowane zroznicowanie gatunkowe, sugerujagce odmienng podatnos¢ C. albicans
1 C. krusei.

Badania potwierdzily efektywnos$¢ frakcji oczyszczonej, ktora wykazywata silniejsze dzialanie
niz ekstrakt surowy, co podkresla znaczenie czystosci preparatu. Jednocze$nie nie odnotowano na-
tychmiastowej lizy komorek, co sugeruje subletalny mechanizm dziatania — potencjalnie korzystny
w kontek$cie wykorzystania saponin jako adiuwantow zwigkszajacych skutecznos$¢ lekéw przeciw-
grzybiczych. Dane te znajduja dodatkowe potwierdzenie w analizach TEM oraz testach aktywnosci

metabolicznej (MTT), wskazujacych na odmienne strategie odpowiedzi komorkowe;.
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Praca stanowi mocne polaczenie badan podstawowych z perspektywa aplikacyjng i dostarcza
pierwszych bezposrednich dowodow na mozliwo$¢ modulacji blon komérek grzybow przez saponi-
ny, wspierajac koncepcje terapii ukierunkowanej na membrany. Ograniczeniem jest jednak testowa-
nie dziatania saponin na komoérkach pozbawionych §ciany, co rodzi istotne pytania mikrobiologiczne
dotyczace roli barier strukturalnych oraz skutecznos$ci saponin in vivo, w §rodowisku fizjologicznie
bardziej ztozonym.

Wyniki badan przedstawionych w publikacji nr 3 dowodza, ze aktywno$¢ metaboliczna sfero-
plastow C. albicans znaczaco wzrosta po ekspozycji na oczyszczony ekstrakt z Saponaria officinalis,
podczas gdy w przypadku C. krusei odnotowano jej obnizenie. Zaobserwowane odmienne reakcje
sugeruja zlozone 1 gatunkowo specyficzne strategie adaptacyjne mikroorganizméw w odpowiedzi na
stres btonowy indukowany saponinami. W zwigzku z tym pojawia si¢ istotne pytanie: czy istnieje
mozliwos¢ przezwycigzenia tej zrozZnicowanej wrazliwosci gatunkowej, w celu uzyskania bardziej
uniwersalnego efektu terapeutycznego?

W artykule nr 4 rozszerzono badania na modelowe btony bakteryjne, analizujgc wptyw saponin
z korzenia Glycyrrhiza glabra L. na ich wlasciwosci fizykochemiczne oraz potencjalng synergie
z antybiotykiem aminoglikozydowym tobramycyng. Wykazano, ze saponiny istotnie modulujg wta-
$ciwosci modeli bton bakteryjnych, prowadzac do obnizenia modutu $cisliwosci 1 zwigkszenia ptyn-
no$ci monowarstw lipidowych, co sugeruje ich zdolno$¢ do czgSciowej dezorganizacji upakowania
lipidéw bez powodowania destrukcji membrany. Rownocze$nie zaobserwowano znaczace zmiany
potencjatu zeta oraz modyfikacje parametréw mechanicznych monowarstw 1 liposomow, szczegdlnie
w warunkach wspotdziatania saponin z tobramycyna, co wskazuje na mozliwo$¢ synergistycznego
efektu utatwiajacego interakcje antybiotyku z btong. Kluczowe jest, ze przy badanych stezeniach nie
dochodzito do lizy ani destabilizacji liposomow, co potwierdza kontrolowany, subletalny charakter
dziatania membranowego.

Uzyskane wyniki istotnie wzbogacaja wiedz¢ dotyczaca btonowego mechanizmu dziatania sa-
ponin, potwierdzajac ich potencjal jako adiuwantow zwigkszajacych skutecznos$¢ antybiotykdéw po-
przez modulacje wtasciwosci bton bakteryjnych. Ograniczeniem jest jednak fakt, ze badania prze-
prowadzono wytacznie na modelach uproszczonych, co rodzi istotne pytania mikrobiologiczne doty-
czace ich przetozenia na warunki in vivo. W szczego6lnosci otwarte pozostaja kwestie zwigzane
z zachowaniem integralnosci bton zywych komoérek bakteryjnych oraz wplywem zréznicowanego

sktadu lipidowego, obecnosci otoczek i lipopolisacharydu (LPS), a takze aktywnych mechanizmow
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opornosci na skutecznos$¢ terapii skojarzonej. Co prawda w kolejnej z cyklu powigzanych tematycz-
nie publikacji dokonano takiej oceny na zywych bakteriach, co stanowi cenne rozszerzenie badan
modelowych, jednak nalezy uwzglednié, ze zastosowane szczepy moga rézni¢ si¢ potencjatem adap-
tacyjnym 1 zmienno$cig fenotypowsa, co moze mie¢ wptyw na interpretacje uzyskanych wynikéw.
W tym kontekscie celowe wydaje si¢ pytanie: czy uzyskane efekty synergiczne miedzy saponinami
a tobramycyng mogtlyby zostac¢ potwierdzone w badaniach mikrobiologicznych na zywych komorkach
bakteryjnych, w tym zwlaszcza na szczepach klinicznych charakteryzujqgcych sie wysokq lekooporno-
scig?

W artykule nr 5 Autor przedstawil badania aplikacyjne, w ktérych oceniono synergiczne dziata-
nie saponin z orzecha mydlanego (Sapindus mukorossi) z antybiotykami nitrofuranowymi (nitrofu-
rantoing i furazolidonem) wobec Gram-ujemnych pateczek z rodzaju Pseudomonas. Wykazano, ze
potaczenie saponin z antybiotykami prowadzito do istotnego obnizenia aktywno$ci metabolicznej
badanych szczepdéw Pseudomonas plecoglossicida IsA, Pseudomonas sp. MChB 1 Pseudomonas sp.
0S4 (o ok. 50%), co potwierdza zwigkszenie skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej i potencjalnie
umozliwia redukcj¢ dawki antybiotyku. Zaobserwowane efekty wpisuja si¢ w mechanizm btonowy
dzialania saponin, polegajacy na modyfikacji wlasciwosci fizykochemicznych btony bakteryjne;:
zwigkszeniu jej przepuszczalnosci, zwigkszeniu stezenia kwasoéw thuszczowych o rozgatezionych
tancuchach, spadku hydrofobowos$ci powierzchni oraz przesunigciu potencjatu zeta, co ulatwia pene-
tracje lekéw do wnetrza komoérki. Jednoczesnie wykazano brak cytotoksycznosci wobec ludzkich
komorek nablonka jelita (CCD 841CoN), co podkresla korzystny profil bezpieczenstwa analizowa-
nej kombinacji terapeutyczne;.

Wybor bakterii Gram-ujemnych jako jedynego modelu badawczego mozna uzna¢ za uzasadnio-
ny, jesli przyjaé, ze obecnos¢ zewnetrznej btony bogatej w lipidy sprzyja interakcjom z naturalnymi
surfaktantami, takimi jak saponiny. W przypadku bakterii Gram-dodatnich efekt dziatania moze by¢
istotnie ograniczony przez gruba, wielowarstwowa strukture peptydoglikanu, ktéra moze stanowié
barier¢ utrudniajaca dostep do btony cytoplazmatycznej. Z czego wynikal wybor tych konkretnych
szczepow z rodzaju Pseudomonas jako modelu badawczego, przy jednoczesnym pominigciu szeroko
stosowanych szczepow referencyjnych, takich jak Escherichia coli, bedgca klasycznym modelem bak-
terii Gram-ujemnych lub tez klinicznie istotnego gatunku Pseudomonas aeruginosa, o dobrze scha-

rakteryzowanym profilu lekoopornosci i znaczeniu klinicznym? Czy wybor badanych szczepow miat
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okreslone uzasadnienie funkcjonalne (np. specyficzne wtasciwosci fenotypowe, podatnosé¢ na surfak-
tanty), czy tez wynikat z ograniczen dostepnosci materiatu biologicznego?

Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze rezultaty opisane w tej publikacji maja znaczaca wartos¢
aplikacyjna, potwierdzajac zasadnos$¢ koncepcji zastosowania saponin jako adiuwantOw wzmacnia-
jacych dziatanie antybiotykow wobec bakterii Gram-ujemnych. Przedstawione wyniki stanowig
istotng nowos$¢ naukowg 1 tworza fundament dla dalszych prac nad zastosowaniem saponin we
wspomaganiu dziatania antybiotykow.

Oczywiscie zadane pytania majg charakter dyskusyjny, stuzac poszerzeniu wartosci poznaw-
czych 1 praktycznych rozprawy. Ze wzgledu na znaczacg warto$¢ uzyskanych wynikow nalezy pod-
kresli¢ ich istotne znaczenie zaréwno dla rozwoju wiedzy o mechanizmach oddzialywania saponin
z blonami fosfolipidowymi, jak i metod oceny ich potencjatu aplikacyjnego. Zaprezentowane wyniki
dowodza mozliwosci wykorzystania saponin jako adiuwantow terapeutycznych, a takze (co rownie
istotne) jako komponentow bton w lipidowych systemach kontrolowanego dostarczania lekow,

otwierajac nowe kierunki badan w biotechnologii i nanomedycynie.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Rozprawa wnosi istotny wktad w zrozumienie blonowego mechanizmu dziatania saponin oraz
ich zdolno$ci do modulacji wtasciwosci fizykochemicznych bton fosfolipidowych, co przektada si¢
na wzmacnianie aktywno$ci wybranych antybiotykow 1 lekodw przeciwgrzybiczych. Uzyskane wyni-
ki potwierdzaja efekt synergiczny wobec bakterii Gram-ujemnych oraz zwigkszenie przepuszczalno-
sci bton drozdzakoéw Candida spp., przy zachowaniu bezpieczenstwa wobec komorek ludzkich, co
otwiera perspektywy praktycznych zastosowan w nowoczesnych strategiach terapii skojarzonej
1 systemach kontrolowanego dostarczania lekow. Oceniana dysertacja stanowi spojny, warto§ciowy
1 oryginalny dorobek badawczy, a sposob realizacji 1 prezentacji wynikow jednoznacznie potwierdza
wysokie kompetencje zawodowe Doktoranta.

Zaprezentowana praca spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, w szczegoélno$ci
w zakresie nowosci naukowej, poprawnosci metodologicznej oraz wartosci aplikacyjnej 1 stanowi
solidng podstawe do nadania stopnia naukowego doktora w dyscyplinie nauki chemiczne. W zwigz-
ku z tym stwierdzam, ze praca doktorska mgr. inz. Adama Grzywaczyka, pt. ,Interaction of surfac-
tants of natural origin with phospholipid membranes” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy

z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742, z p6zn.
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zm.) oraz wnosze o jej przyjecie i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu dok-

torskiego.

Jednoczesénie, wnioskuje o wyro6znienie rozprawy doktorskiej, ze wzgledu na:

— wysoki poziom nowatorstwa oraz interdyscyplinarne ujecie problemu, obejmujace zardwno
aspekty chemiczne, biochemiczne, jak i mikrobiologiczne;

— istotny wklad w rozw¢j badan nad wykorzystaniem saponin jako modulatorow bton biolo-
gicznych 1 adiuwantéw w terapii skojarzonej;

— realne mozliwosci praktycznego zastosowania w obszarze nowoczesnych strategii przeciw-
drobnoustrojowych 1 biotechnologii, ze szczegdélnym uwzglednieniem rozwigzan ukierunko-

wanych na zwalczanie zjawiska lekooporno$ci mikroorganizmow.

Szczecin, 17 listopada 2025 r.

Prof. dr hab. inz. Pawel Nawrotek
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