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Ocena pracy doktorskiej mgr. inz. Adama Zgbka zatytutowane;j:

,Charakterystyka metaboliczna wybranych grzybéw chorobotwérczych

za pomocg narzedzi metabolomicznych”

Systemowe badanie metabolitdw jest obiecujgcym i szybko rozwijajgcym sie nurtem
badawczym. Jakosciowe i ilosciowe analizy profili metabolicznych mogg przyczyniaé sie do
odkrycia nowych markeréw réznicujgcych organizmy w réznych stanach fizjologicznych czy
patologicznych i w zwigzku z tym mogg miec¢ znaczenie diagnostyczne. Rozwdéj metabolomiki
jest obecnie utatwiony przez zastosowanie spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), ktdéra umozliwia szybka identyfikacje metabolitéw i ich oznaczenia

iloSciowe.

Praca doktorska mgr. inz. Adama Zabka poswiecona jest wtasnie testowaniu mozliwosci
zastosowania techniki NMR do kilku réznych uktadéw biologicznych. Temat jest nad wyraz
aktualny, a sama rozprawa znakomicie ilustruje obecne mozliwosci uzycia metod NMR

do rozwigzywania problemdéw metabolomicznych.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Dgbka to napisany po polsku maszynopis liczacy 145 stron.
Uktad pracy odbiega od tradycyjnego podziatu na Wstep, Materiaty i metody, Wyniki,
Dyskusje, Streszczenie i Literature. W rozprawie doktorskiej gtdwne czesci to: rozdziat 1, czyli
Wstep; rozdziat 2 zatytutowany Materiaty i metody wykorzystywane w badaniach
metabolomicznych; rozdziat 3 dotyczacy przedstawienia i dyskusji wynikéw badan nad
metabolomiky lekoopornych i lekowrazliwych szczepow Candida; rozdziat 4, w ktérym
opisane sg i przedyskutowane wyniki na temat pordwnawczej charakterystyki trzech
patogennych gatunkdw grzybdw; rozdziat 5 traktujgcy o metabolomice tworzenia biofilmu
przez Aspergillus fumigatus oraz rozdziat 6 dotyczacy dziatania przeciwgrzybicznego olejku
grejpfrutowego na Aspergillus fumigatus. Ponadto rozprawa zawiera Podsumowanie

i wnioski oraz Bibliografie. Natomiast brakuje streszczenia napisanego w jezyku angielskim.




Praca jest starannie napisana i estetycznie zilustrowana. Cztery manuskrypty, w ktérych
pierwszym autorem jest mgr inz. Zgbek, przedstawiajgce wyniki badan doktoratu, zostaty
wystane do redakcji PLoS ONE. Na stronach 121-122 doktoratu mozna tez znalezé liste
dziewieciu prac niezwigzanych z realizacjg doktoratu, ktérych wspdétautorem jest doktorant.
Tak obszerna lista publikacji bardzo dobrze $wiadczy o doktorancie, jako kandydacie do

stopnia naukowego doktora.

We Wstepie, autor przedstawia wszystkie zagadnienia, ktére sg niezbedne dla zrozumienia
doktoratu: pojecia z zakresu metabolomiki, podstawy spektroskopii NMR, analize widm NMR
wraz z identyfikacjg metabolitow, zasady algorytmoéw analizy danych, analize statystyczna
oraz analize szlakdw metabolicznych. Jest to bardzo dobrze i kompetentnie napisany

rozdziat.

W rozdziale Materiaty i metody wykorzystywane w badaniach metabolomicznych mgr inz.
Zabek obszernie i wnikliwe przedstawia wszelkie szczegoéty techniczne przeprowadzanych
doswiadczen, w tym hodowle grzybéw wraz z hodowlg biofilmu, izolacje metabolitéw,
pomiary widm NMR. Zabrakto jednak w tym rozdziale podania pochodzenia odczynnikéw

stosowanych w pracy.

W rozdziatach od 3 do 6 doktorant zestawit, omoéwit i wnikliwie przedyskutowat uzyskane
wyniki. Rozdziaty te sg niezalezne i zredagowane w ten sposéb, ze rozpoczynajg sie rodzajem
krétkiego wprowadzenia, nastepnie oméwione sg wyniki, po ktérych nastepuje ich dyskusja
i podsumowanie. Przy kilku niezaleznych watkach badawczych wydaje sie to by¢ dobrym
rozwigzaniem, utatwiajgcym lekture rozprawy. Ponizej odnosze sie w punktach do

najwazniejszych i najciekawszych wynikéw uzyskanych w doktoracie.

1. Stosujgc podejscie metabolomiczne do badania mechanizmdéw lekoopornosci grzybéw
z rodzaju Candida, doktorant wykazat réznice w stezeniu niektérych metabolitow
w poréwnaniu ze szczepami lekowrazliwymi. Przyktadowo, stezenie octanu, mréowczanu
i winianu byto podwyzszone, za$ stezenie trehalozy, glicyny, alaniny, bursztynianu i kilku
innych metabolitdw byto obnizone. Autor postuluje, ze moze byé to zwigzane
z wykorzystywaniem przez szczepy lekooporne innych zrédet wegla niz glukoza oraz
z lepszym przystosowaniem tych szczepdw do warunkéw hipoksji, wystepujgcej

w tkance zarazonej plesnia.



2. W niezaleznej serii badan mgr inz. Zgbek zastosowat badania metabolomiczne z uzyciem
NMR do analizy trzech réznych gatunkow grzybdéw strzepkowych: Aspergillus fumigatus,
Fusarium oxysporum i Geotrichum candidum. Jak pokazat doktorant, kazdy z tych
gatunkéw wykazywat odmienny profil metaboliczny. Autor postuluje, ze na podstawie
jego badan najbardziej chorobotwodrczy wydaje sie by¢ A. fumigatus, gdyz jego
metabolizm jest szczegdlnie ukierunkowany na ochrone $cian i bton komérkowych oraz
gromadzenie mannitolu, jako substancji zapasowe]. Zgodnie z wnioskiem doktoranta
analizy metabolomiczne majg potencjat do uzycia ich w celach taksonomicznych.

3. W kolejnej serii badan autor studiowat proces tworzenia biofilmu przez Aspergillus
fumigatus, stosujgc kwas arachidonowy jako substancje sygnatowa. Zwigzek ten miat
stymulujacy wptyw na wzrost tej plesni, powodujgc zwiekszenie biomasy biofilmu oraz
prowadzgc do obnizenia szlakdw metabolomicznych.

4. W ostatniej serii badan mgr inz. Zgbek zajmowat sie dziataniem olejkéw eterycznych
zawartych w skdrce grejpfruta na rozwdj lekoopornego gatunku A. fumigatus. Autor
stwierdzit, ze olejek ten dziata wielokierunkowo na plesn, powodujgc rozpad $ciany
komodrkowe] oraz inaktywacje szlakow syntezy tej $ciany, degradacje biatek oraz

aktywacje mechanizmdéw antyoksydacyjnych.

Podsumowujgc autor uzyskat ciekawe wyniki dotyczace metabolomiki kilku gatunkow
grzybow z wykorzystaniem protonowego NMR, ktdry znajduje sie na poczatkowym etapie
rozwoju. Uzycie NMR w badaniach metabolomiki grzybdéw jest wysoce oryginalne. Wyniki
uzyskane przez doktoranta majg charakter zaréwno czysto poznawczy (zastosowanie
metabolomiki w taksonomii grzybdéw), jak i aplikacyjny (analiza poréwnawcza szczepéw
lekoopornych i lekowrazliwych, dziatanie olejku grejpfruta, powstawanie biofilmu). Opisane
powyzej najwazniejsze wyniki doktoratu uwazam za wysoce oryginalne i bardzo
wartosciowe. W realizacji pracy doktorskiej doktorant sprawnie wykorzystat liczne programy

komputerowe. Zastosowane analizy statystyczne sg na wysokim poziomie.
Moje pytania do doktoranta:

1. Na ile analiza metabolomu przeprowadzona w warunkach hodowli moze korelowac

z warunkami in vivo? Czy sg na ten temat opublikowane dane?

Uwagi do doktoratu:



1.  Czyrysunki1l.11, 1.12, 4.6 i 6.7 byty opracowane samodzielnie?

2. W jezyku polskim czesci dziesietne oddziela sie przecinkiem, a nie kropka.

Podsumowujgc, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr. inz. Adama
Zabka zatytutowanej: ,Charakterystyka metaboliczna wybranych grzybéw chorobotwérczych
za pomocg narzedzi metabolomicznych” jest wysoce pozytywna a rozprawa spetnia warunki
ujete w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z 2003 r. Wnosze
o dopuszczenie przez Wysoka Rade Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej mgr.
inz. Adama Zagbka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje tez o wyréznienie
rozprawy, ktdrej wyniki, cho¢ dopiero w tracie publikowania, sg wysoce oryginalne,

wartosciowe i osiggniete znacznym naktadem pracy i umiejetnosci badawczych.
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