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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Stefaniak-Skorupy
pt. Nowe potencjalne chemoterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe oparte na strukturze

aminokwasow

Praca doktorska Pani mgr inz. Joanny Stefaniak-Skorupy zostala przygotowana pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Marii J. Milewskiej na Politechnice Gdanskiej. Rezultaty badan
doktorantki staty si¢ podstawg szesciu prac naukowych opublikowanych w czasopismach z listy
Journal Citation Report, dodatkowo jedna praca jest obecnie w trakecie publikacji. Nalezy
podkresli¢, ze w czterech z tych prac Pani mgr inz. Stefaniak-Skorupa jest pierwszym autorem,
co swiadezy o jej kluczowym udziale w ich przygotowaniu. Wyniki swoich badan Pani mgr inz.
Stefaniak-Skorupa zaprezentowala na siedmiu konferencjach w kraju i za granica.
Przeprowadzone badania zostaty sfinansowane w ramach dwoch projektéw (NCN OPUS, IDUB)
o zblizonej tematyce. Niniejsza praca doktorska wpisuje si¢ w zakres zainteresowan naukowych
Pani promotor Prof. Marii Milewskiej, ktéra od wielu lat zajmuje sie opracowaniem skutecznych

metod zwalczania grzybow oraz innych mikroorganizmow.

Walka z chorobotwoérczymi drobnoustrojami staje si¢ coraz trudniejsza w obliczu
narastajacego zjawiska wielolekoopornosci. W przypadku zakazeni grzybami kluczows strategia

moze by¢ dostarczenie leku do celu molekularnego i uwolnienie go w przestrzeni wewnatrz
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komérkowej drobnoustroju. Efektywny transport lekow przez btony komoérkowe jest duzym
wyzwaniem, poniewaz moga one ulegac szeregu modyfikacjom. W zwiazku z tym podejmowane
sa dzialania majgce na celu zmylenie mechanizméw obronnych czasteczki patogenu,
wykorzystujace nowe metody transportu chemoterapeutyku do komérki przy wykorzystaniu
tatwo wnikajacych przez blonge komoérkowa nosnikéw. Innym podejsciem do walki z tymi
drobnoustrojami jest projektowanie nowych substancji o wlasciwosciach przeciwgrzybicznych
w oparciu o znane cele molekularne. Poniewaz niniejsza praca doktorska dotyczy tego niezwykle
interesujacego i waznego obszaru badan, wybdr tematu pracy uwazam za w pelni uzasadniony.
Tym bardziej, ze podjete w niej badania maja charakter interdyscyplinamy i poszerzaja

dotychczasowa wiedzg na temat tego zagadnienia.

Dysertacja doktorska liczy 175 stron i podzielona jest w sposob klasyczny. Jej
podstawowe czescei liczg odpowiednio: przeglad literatury 33 strony, oméwienie wynikéw badan
wraz z podsumowaniem 48 stron, czes¢ eksperymentalna 55 stron. Dodatkowo w pracy
znajdziemy streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz opis dorobku naukowego

doktorantki, jak roéwniez spis literatury (198 pozycji) i wykaz stosowanych skrotow.

Przeglad literatury pracy doktorskiej stanowi zwiezle i rzeczowe wprowadzenie do
tematyki przeprowadzonych przez Doktorantke badan. Pierwsze trzy rozdzialy tej czesci pracy
dotyczag metod transportu leku do komorki patogenu. Wsréd szeregu opisanych metod
Doktorantka przedstawia metode oparta na sideroforach zwigzkach o wysokim powinowactwie
do jonow zelaza (III). Poniewaz kompleksy sideroforéw z jonami zelaza (I1I) moga byé tatwo
transportowane przez btony komorkowe, mozna je réwniez wykorzysta¢ do transportu lekow.
Cickawg metoda jest strategia .Konia Trojanskiego™” gdzie chemoterapeutyk jest zwigzany
bezposrednio lub przez lacznik z sideroforem. Wyniki badan wykazaly, ze takie zwiazki sa
transportowane do wngtrza drobnoustrojéw, natomiast ich aktywnos¢ biologiczna jest zalezna od
rodzaju wigzania pomiedzy sideroforem, a czasteczka chemoterapeutyku. Doktorantka zwraca

uwage na ukfad zwany ,.trimethyl lock” (TML), ktory jest czgstym lacznikiem wykorzystywanym
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w syntezie prolekow, uktad ten pod wptywem okreslonego bodzca ulega procesowi laktonizacji

uwalniajac przy tym transportowang czasteczke leku.

Ostatni rozdziat czesci literaturowej poswiecony jest projektowaniu nowych czasteczek o
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, w oparciu o okreslone cele molekularne, ktérych niestety
w przypadku grzybow znanych jest niewiele. Doktorantka zwraca uwage na mozliwosé
blokowania biosyntezy zwigzkéw niezbednych do prawidlowego rozwoju patogennych
organizméw grzybowych. Podkresla wykorzystanie w tym celu inhibicji enzymow szlaku

biosyntezy aminokwasow egzogennych, ktéra zachodzi w komérkach grzybowych.

W rozdziale .,.Cel i zakres pracy”, Pani mgr inz. Joanna Stefaniak-Skorupa precyzuje dwa
cele glowne oraz szereg celow szczegétowych. W pierwszej kolejnosci Doktorantka
zaprojektowala uklady czasteczka transportowana-nosnik, polaczone bezposrednio badz przy
pomocy tacznika (TML). Zwiazki te zostaly nastgpnie poddane badaniom biologicznym, w celu
ustalenia ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. W swoich badaniach Doktorantka
wykorzystata znany ze swojej przeciwgrzybowej aktywnosci aminokwas cispentacyne (CP), oraz
O-karbamoilo-D-seryne (Kser) aminokwas o dzialaniu przeciwbakteryjnym, a z oméwionych w
czgsci literaturowej nosnikdw wybrata siderofor hydroksamowy ®-N-acetylo-w-N-hydroksy-1-
ornityng (AHO). W celu ustalenia czy nosnik wnika do komoérki patogenu, Doktorantka
opracowata rowniez czgsteczki skladajace si¢ z sideroforu i barwnika fluorescencyjnego 4-
cyjanotryptofanu (CNTrp). Pani mgr inz. Stefaniak-Skorupa bardzo dobrze uzasadnila wybor
zarowno nosnika jak i transportowanych czasteczek. Co wigcej w przypadku wybranego nosnika
AHO  zaproponowala dwie metody polaczenia inhibitoréw enzymatycznych lub sondy
fluorescencyjnej przez grupe aminowsg lub karboksylowa. Celem tego zabiegu byto sprawdzenie
czy uzyskane proleki bgdg w tym samym stopniu rozpoznawane i transportowane do wngtrza
komoérek grzybow. Tutaj cheiatabym podkresli¢ ogromng prace syntetyczng jaka wlozyla
Doktorantka, aby uzyska¢ zaprojektowane ukfady. Pani mgr inz. Stefaniak-Skorupa korzystata co
prawda ze znanych metod syntetycznych, jednak syntezowata wszystkie substraty wychodzac z

prostych zwigzkéw organicznych. Syntezy byly wieloetapowe, a dodatkowo stopier trudnosci
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podnosita koniecznos¢ blokowania, a nastgpnie odblokowywania szeregu grup funkcyjnych.
W przypadku niepowodzen Doktorantka proponowata nowa droge syntezy, co $wiadczy o jej
duzej pomyslowosci w rozwiazywaniu trudnych syntetycznych zagadnien. Badania biologiczne
otrzymanych zwiazkow wykazaly, ze wszystkie zwigzki zawierajace sondy fluorescencyjne byty
skutecznie transportowane i akumulowane w komorkach Candida albicans i Candida glabrata,
natomiast w przypadku badan innych drobnoustrojow w tym bakterii wyniki byly negatywne

badz niejednoznaczne.

Aby uwolni¢ czasteczke aktywna otrzymane koniugaty z sideroforem musza ulec
rozkladowi, ktory moze zachodzi¢ pod wplywem enzyméw obecnych w komorce patogenu. W
zwigzku z tym przeprowadzono badania rozkladu enzymatycznego otrzymanych koniugatow
przez odpowiednio peptydazy i esterazy, a produkty rozpadu koniugatow monitorowano przy
pomocy HPLC-DAD-MS. Tutaj chciatabym zaznaczyé¢, ze o ile wigkszos¢ badan biologicznych
przedstawionych w pracy zostala wykonana przez pracownikow Katedry Technologii Lekow i
Biochemii PG, to czg$¢ badan dotyczacych rozkladu enzymatycznego zostala zrobiona przez

Doktorantke.

Wyniki badan dotyczacych aktywnosci przeciwgrzybowej biokoniugatow lek-siderofor
jasno wskazuja, ze koniugaty zawierajace tacznik TML sg aktywniejsze od zwigzkow, w ktorych
cispentacyna jest polaczona bezposrednio z sideroforem. Jak stusznie zauwaza Doktorantka
wynika to zapewne z trudnosci w odlaczeniu leku od nosnika w komorce patogenu w przypadku

ukladow, gdzie lek jest bezposrednio potaczony z sideroforem.

Dotychczas opracowano niewielki wachlarz skutecznych lekéw przeciwgrzybiczych,
dlatego wszelkie proby syntezy nowych pochodnych o aktywnosci przeciwgrzybicznej sg bardzo
wartosciowe. W ten obszar wpisuje si¢ drugi cel ocenianej pracy doktorskiej, jakim byta synteza
potencjalnych inhibitoréw enzymoéw szlaku biosyntezy L-metioniny (MBP). Aktywnos¢
zaprojektowanych i zsyntezowanych w tym celu aminokwaséw, oceniono nastepnie wobec

wybranych enzymoéw szlaku MBP. W ramach tej czgsci pracy Doktorantka zsyntezowata pie¢
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zwigzkow o roznej strukturze, dwa z nich to fosfonowe analogi seryny, dwa kolejne to pochodne
kwasu 2.4-diaminobutanowego oraz pochodna (2H)-1,2-isoksazol-5-onu. Pierwsze cztery to
zwigzki nowe nie opisane w literaturze, natomiast pochodna (2H)-1,2-isoksazol-5-onu, zostala
otrzymana na innej drodze niz wczes$niej opublikowana. Badania biologiczne przeprowadzone na
otrzymanych zwigzkach wskazuja na ich zdolnos¢ do inhibicji wybranych enzymow,
najciekawsze wyniki otrzymano dla pochodnej (2H)-1,2-isoksazol-5-onu, zwiazek ten wykazal

rowniez aktywnos¢ przeciwgrzybicza wobec Candida albicans i Candida glabrata.

Czgs¢ eksperymentalna zawiera opis przeprowadzonych eksperymentéw syntetycznych
oraz charakterystyke zsyntetyzowanych zwiazkéw z wykorzystaniem widm 'H, *C, *'P NMR i
ESI-MS. W pracy nie znalaztam widm NMR, natomiast ich opis w czesci eksperymentalnej

uwazam za satysfakcjonujacy.

Praca napisana jest bardzo starannie, cho¢ Autorka nie ustrzegta si¢ drobnych btedow,
gltownie edytorskich. W calej pracy mozna znalez¢ literowki, zdarzaja sie takze niezbyt zgrabne
sformutowania np. . struktury produktow potwierdzitam spektroskopia NMR lub spektrometria
mas”. W czgsci eksperymentalnej znalaztam urwane zdanie (Zwiazki 6lab— przepis ogdlny
.Kolejno...”), czy powtarzany blad dotyczacy czasu reakcji (,na przez” w przepisach dla
zwigzkoéw 61lab. 65, 76). W pracy Doktorantka postuguje si¢ tacinskim skrotem et al., gdy mozna
zastosowa¢ polski — i wsp. Nalezy podkresli¢ estetyczng szate graficzna pracy, ktorg cechuje
dbatos¢ o szczegoly. Wszystkie schematy sa potraktowane jako rysunki, co jest pewng konwencja

przyjeta przez Autorke.

Nie mam uwag co do zawartosci merytorycznej pracy, natomiast w trakcie czytania
dysertacji nasuneto mi sie kilka pytan, ktére moga by¢ tematem do dyskusji w czasie obrony pracy

doktorskiej.

- czy zbadano efektywnos¢ transportu jonow zelaza (III) do wnetrza komérki patogenu

przez siderofor AHO oraz jego koniugaty?
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- proba sprzggania zwiazku 38 z sideroforem 23 nie powiodla si¢, z czego wynika brak
sukcesu tej reakcji ? Czy powstaja tam inne produkty czy tez odzyskano nieprzereagowane

substraty ? (str.70, rys. 3.15)

-niska skutecznos¢ pochodnych fosforanowych 54 i 55 wobec enzymu Met2p jest
wytlumaczona, migdzy innymi nieokreslona stereochemia atomu fosforu, w tych zwiazkach,

prosze o szerszy komentarz na ten temat. (str. 100)

-zwigzek 57 jest przedstawiony w pracy jako nowy wczesniej nie opisany, przeczy temu
zdanie .,natomiast struktura zwiazku 57 zostata zaproponowana w oparciu o wyniki dokowania
molekularnego czasteczki 57 do centrum aktywnego enzymu Metl5p.1” str.87, prosze o

wyjasnienie.
-czy probowano uzyskaé struktury krystalograficzne otrzymanych zwiazkow?

Podsumowujac, zamieszczone przeze mnie w recenzji uwagi maja charakter formalny lub
polemiczny i nie majg wplywu na moja bardzo wysoka ocen¢ niniejszej pracy. Badania zostaty
doskonale zaplanowane, a ich wyniki opisane w bardzo klarowny sposdb. Opracowane
rozwigzania wprowadzania lekéw do komdrki z pomoca koniugatow AHO:TML sg nowe i z
pewnoscia przyczynia si¢ do opracowania skutecznych lekow przeciwgrzybowych. Oceniana
praca doktorska $wiadczy o ogromnej pracowitosci i zaangazowaniu Doktorantki w
rozwigzywanie probleméw w podjetej przez nig tematyce. W zwiazku z powyzszym wnosze o

wyroznienie niniejszej pracy doktorskiej.

7 pelnym przekonaniem stwierdzam tez, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr inz.
Joanny Stefaniak-Skorupy spetnia wymagania ustawowe stawiane rozprawom doktorskim przez
Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U.
22023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnosz¢ o dopuszczenie Pani mgr inz.

Joanny Stefaniak-Skorupy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



