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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Stefaniak-Skorupy
pt. ,Nowe potencjalne chemoterapeutyki
przeciwdrobnoustrojowe oparte na strukturze aminokwaséw”
wykonanej na Politechnice Gdanskiej pod kierunkiem Prof. dr hab. inz. Marii J. Milewskiej

Patogeny bakteryjne i grzybicze oraz wywotane ich rozwojem infekcje stanowig coraz
powazniejszy problem zdrowia publicznego na $wiecie. Najbardziej narazone na ich dziatanie sg osoby
z problemami zdrowotnymi Ilub ostabionym ukfadem odpornosciowym. Liczba przypadkéw
inwazyjnych choréb bakteryjnych i grzybiczych rosnie wraz ze wzrostem populacji zagrozonej i stale
identyfikuje sie nowe grupy ryzyka. Co istotne, globalne zagrozenie dla zdrowia pogtebia sie wraz z
szybkim pojawianiem sie opornosci na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe (antybiotyki i leki
przeciwgrzybicze) oraz w wielu przypadkach ograniczonym dostepem do wysokiej jakosci diagnostyki
i leczenia. Odkrycie innowacyjnych strategii antybakteryjnych jest zatem pilng koniecznoscig, zwtaszcza
w przypadku patogendw odpowiedzialnych za ciezkie zakazenia, dla ktérych liczba opgji
terapeutycznych jest silnie ograniczona.

Mikroorganizmy wypracowaty szereg mechanizméw zwiekszajgcych ich opornos¢ na
antybiotyki, a gtéwng bariere przepuszczalnosci, ktdra ogranicza bierng dyfuzje ksenobiotykéw, w tym
wielu klas antybiotykéw, jest zewnetrzna btona mikrobiologiczna. Jednakze btona ta zawiera réwniez
specyficzne systemy wychwytu, ktdre umozliwiajg aktywny, kontrolowany import niezbednych
sktadnikéw odzywczych - zalezne od TonB transportery dla substratéw, takich jak siderofory.

Siderofory to zwiazki chelatujagce o matej masie czasteczkowej, ktére wydzielone do
srodowiska selektywnie wigzg i aktywnie transportujg jony zelaza do komérek mikroorganizmow.
Poniewaz zelazo jest kluczowym i niepodlegajgcym metabolicznej substytucji sktadnikiem odzywczym
dla bakterii i grzybéw, uktady asymilacji zelaza stanowig szczegdlnie obiecujace cele dla rozwigzan
terapeutycznych. Co wazne, siderofory nie wystepuja w komérkach organizméw ssaczych, a to czyni je
atrakcyjnymi narzedziami, pozwalajgcymi na selektywne celowanie w mikroorganizmy, szczegdlnie
istotne ze wzgledu na podobieristwo proceséw metabolicznych organizmdw grzybowych i ssaczych.

W przedstawionym nurcie badawczym miesci sie praca doktorska Pani mgr Joanny Stefaniak-
Skorupy, ktéra w ramach rozprawy doktorskiej podjefa sie opracowania i syntezy nowych zwigzkdéw
o potencjalnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Zadania badawcze obejmowaty projektowanie
i otrzymanie koniugatow zwigzkow o strukturze aminokwasédw z nosnikami molekularnymi (tzw.
strategia ,Konia Trojanskiego”), a takze potencjalnych inhibitoréw wybranych enzymoéw szlaku
biosyntezy L-metioniny. Tematyka dysertacji jest bardzo aktualna i wypetnia zapotrzebowanie na
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badania ukierunkowane na rozwdj nowych narzedzi terapeutycznych o potencjalnym dziataniu
antymikrobiologicznym. Rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Profesor dr hab. inz.
Marii J. Milewskiej, na Politechnice Gdanskiej, ktéra od wielu lat prowadzi badania nad
projektowaniem zwigzkéw o dziataniu antymikrobioloigcznym i rozwojem strategii syntetycznych dla
koniugatéw nosnik-lek.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Stefaniak-Skorupy przedstawiona zostata w formie
opracowania (175 stron), w ktérym zaprezentowane zostaty cele pracy, hipotezy badawcze oraz
najwazniejsze osiggniecia rozprawy. Doktorantka zamiescita réwniez wykaz swoich publikacji (szes¢
artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach z listy JCR oraz jeden w recenzji); szkoda
jednak, ze lista nie zostata podzielona na publikacje bezposrednio zwigzane i niezwigzane z tematykg
rozprawy doktorskiej. Dorobek naukowy uzupetnia wykaz doniesien prezentowanych na konferencjach
naukowych (siedem posterdw).

W obszernym opracowaniu Doktorantka przedstawita wstep teoretyczny z przeglagdem
literatury, cele i zakres pracy, wyniki wraz z dyskusjg oraz podsumowanie i wnioski koricowe,
po ktdrych znajduje sie czes¢ eksperymentalna i bibliografia zawierajgca 198 pozycji literaturowych.
Podoba mi sie sposdb prezentacji informacji, ktdry we wstepie wyposaza czytelnika w podstawowa
wiedze dotyczacq strategii ,Konia Trojanskiego” w projektowaniu nowych potencjalnych zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych, sideroforéw jako matoczasteczkowych organicznych nosnikéw
molekularnych oraz uktadéw ,,trimethyl lock” jako rozszczepialnych tgcznikéw organicznych. Autorka
dysertacji przedstawia rowniez cele molekularne potencjalnych inhibitoréw enzymatycznego szlaku
biosyntezy L-metioniny. W gtéwnej czesci, Doktorantka w sposdb szczegdtowy, bardzo uporzagdkowany
i klarowny przeprowadza czytelnika przez opis wynikéw, kompleksowo dyskutujac planowanie
i syntezy struktur i dobdr sktadnikéw (i) koniugatéw sideroforéw oraz (ii) potencjalnych inhibitorow
wybranych enzyméw szlaku biosyntezy metioniny. Przedstawia tez najwazniejsze osiggniecia
wynikajgce z eksperymentéw sprawdzenia aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkéw. Ta czesc
opracowania zawiera wiele schematdw Sciezek syntezy oraz widm i zestawien tabelarycznych
aktywnosci biologicznej przedmiotowych zwigzkéw — przygotowanych w bardzo staranny
i przemyslany sposdb, utatwiajgcych czytelnikowi zrozumienie procesu analizy uzyskanych wynikow.
Wszystkie przepisy preparatywne i wyniki analiz z wykorzystaniem spektroskopii NMR (*H oraz 13C)
oraz spektrometrii mas przedstawiono w czesci eksperymentalnej. Na podstawie przedstawionych
wynikéw oraz analizy i dyskusji mozna z catg pewnoscig stwierdzi¢, iz Doktorantka zdobyta warsztat
badawczy w zakresie przeprowadzonych syntez oraz eksperymentdw biologicznych, jak réwniez
umiejetnos¢ prezentacji otrzymanych wynikéw, ich podsumowania i wyciggniecia wnioskéw.

Do najwazniejszych osiggniec¢ pracy doktorskiej mgr Joanny Stefaniak-Skorupy stanowigcych
jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam:
- Opracowanie metod syntezy i otrzymanie koniugatow znanych zwigzkow o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym/fluoroforéow z  monohydroksamowym  analogiem  sideroforéw
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(w-N-acetylo-w-N-hydroksy- L-ornityny, AHO), wykorzystanym jako nosnik molekularny (9 nowych
zwigzkéw);

- Wykorzystanie rozszczepialnego pod wptywem esteraz uktadu typu ,trimethyl lock” (TML) jako
tacznika AHO-czgsteczka transportowana;

- Wykazanie uzytecznosci AHO jako nosnika molekularnego w konstrukcji koniugatdw dziatajgcych na
zasadzie Konia Trojanskiego, z jednoczesnym wskazaniem, ze warunkiem koniecznym uzyskania
wysokiej aktywnosci hamujacej wzrost mikroorganizméw jest obecnosé w strukturze koniugatu
systemu TML jako tacznika tatwo rozktadalnego przez enzymy mikroorganizméw, ktéry umozliwi
uwolnienie substancji aktywnej (np. efektywnego inhibitora enzymatycznego).

- Opracowanie i synteza potencjalnych inhibitoréw szlaku biosyntezy L-metioniny (5 zwigzkow);

- Wykazanie aktywnosci hamujacej zwigzkéw 56 i 58 odpowiednio wobec enzymdéw Met15p i Str2p
oraz wptywu L-Met jako silnie konkurujgcego aminokwasu ograniczajgcego efekt przeciwgrzybowy;
oba zwigzki byly uprzednio wskazane w literaturze, jako potencjalne inhibitory szlaku biosyntezy
metioniny, jednak cele molekularne w metabolizmie grzybéw nie byty doprecyzowane.

Uwazam, ze cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana,
a interpretacja, prezentacja i omdéwienie wynikdw sg przeprowadzone w bardzo systematyczny
i generalnie czytelny sposéb. Mam jednak pewne zastrzezenia do prezentacji struktur pofaczen
siderofor — czgsteczka transportowana (rys 3.2). Wskazanie numeracji zwigzkdw (podobnie jak na rys.
3.27B) utatwitoby Sledzenie ostatecznych efektéw syntez i zwigzkéw, dla ktérych przeprowadzono
badania biologiczne. Domyslam sie, ze Doktorantka nie zrobita tego, poniewaz nie udato sie otrzyma¢d
struktur 44ai 51a w proponowanej formie?

Ponizej, zadaje pytania, ktore nasuwajg mi sie po lekturze rozprawy doktorskiej, proszgc Panig mgr
Joanne Stefaniak-Skorupe o odpowiedz w trakcie obrony rozprawy:

1. Zastanawiam sie czy Doktorantka przeanalizowata proponowane zwigzki
z monohydroksamowym analogiem sideroforow pod wzgledem ich wtasciwosci koordynacyjnych
i termodynamicznych w stosunku do jondéw Fe(lll)? Kwestia ta ma ogromne znaczenie w kontekscie
rozpoznania przez biatka transportujace odpowiednie siderofory. W literaturze bardzo szeroko
udokumentowano, ze nawet drobne zmiany w strukturze mimetykéw sideroforéw (nie tylko
hydroksamowych) moga blokowaé rozpoznanie przez receptor i transport nawet bardzo bliskich
analogdw. Ta cecha stanowi istotny element specyficzno$ci mikrobiologicznego systemu transportu w
walce o skuteczne pozyskiwanie jonow Fe(lll).

2. Czy w kontekscie chemii koordynacyjnej dyskutowanych zwigzkéw widziataby Pani jakie$
mozliwosci wzmocnienia efektéw antymikrobiologicznych i jesli tak, to jakie aspekty nalezatoby
przeanalizowac i dopracowac by umozliwié takie dziatanie?

3. Zaproponowata Pani w strukturach zsyntezowanych zwigzkéw 4-Cyjano-Tryptofan jako sonde
fluorescencyjng obrazujaca transport do wnetrza mikroorganizmoéw. W literaturze analogi 5-Cyano-
Tryptofanu pokazano jako spektroskopowe sondy IR. Czy mysli Pani, ze moina Pani zwigzki
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wykorzystaé w ten sposob lub jak nalezatoby je zmodyfikowaé do takiego dziatania? Jakie bytyby wady
i zalety takiego obrazowania w kontekscie Pani badan? | czy mozna pdjsé¢ duzo dalej — opracowac
na ich podstawie sondy multimodalne do obrazowania infekcji? Obrazowanie multimodalne, ktére
wykorzystuje dwa lub wiecej sposobdw obrazowania w celu uzyskania uzupetniajgcych informaciji
anatomicznych i molekularnych o zywym organizmie, stato sie poteznym narzedziem zaréwno
w podstawowych badaniach biomedycznych, jak i diagnostyce kliniczne;j.

4. Czy mozna zaprojektowac koniugat zwigzku 56 umozliwiajgcy kontrolowane uwolnienie substancji

aktywnej w komérkach grzybiczych?

Reasumujgc, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany, a uzyskane wyniki nalezy uznad
za istotny wktad w poszerzenie wiedzy dotyczacej projektowania koniugatéw lekéw
przeciwmikrobiologicznych. Pani mgr Joanna Stefaniak-Skorupa pokazata, ze proponowana strategia
Konia Trojanskiego z wykorzystaniem analogu sideroforow jako nos$nika molekularnego oferuje
potencjalne korzysci w kwestii utatwienia transportu leku, ze wskazaniem na istotng role w strukturze
koniugatu rozszczepialnego tgcznika umozliwiajgcego uwolnienie substancji aktywnej przez enzymy
mikroorganizméw. Przedstawione wyniki badan zachecajg do rozwijania tej koncepcji i wtgczaja sie do
trwajgcej dyskusji na temat zwalczania zakazen grzybiczych opornych na leki i rozwijania potencjatu
teranostyki przeciwgrzybiczej, szczegdlnie, ze pomimo rosngcego zagrozenia dla zdrowia ludzi na
catym swiecie, infekcjom grzybiczym i poszukiwaniu rozwigzan poswieca sie relatywnie mato uwagi.

Doktorantka jest w sumie wspdtautorka 6 artykutdéw naukowych. Pomimo, iz Pani mgr nie
wskazata wyraznie, ktdre publikacje sg Scisle zwigzane z tematyka dysertacji, mozna wywnioskowac,
ze wyniki zaprezentowane w rozprawie doktorskiej stanowig wktad do publikacji przedstawionych
w renomowanych czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu, tj. Scientific Reports 2024,
Chemistry European Journal 2024 (artykut przeglagdowy dotyczacy TML) oraz Current Medicinal
Chemistry 2024 (artykut przegladowy dotyczacy kwasu rodotorulowego). Wyniki dotyczace
koniugatéw na bazie AHO zostaty tez wystane do Scientific Reports i manuskrypt jest wskazany jako
podlegajacy recenzji.

Pani mgr Stefaniak-Skorup brata tez udziat w realizacji projektéw naukowych, ktére uzyskaty
finansowanie z Narodowego Centrum Nauki oraz z programu Uczelnia Badawcza Inicjatywa
Doskonatosci.

Biorgc pod uwage powyzisze fakty, z petnym przekonaniem stwierdzam, Zze przedtozona
do oceny rozprawa spetnia w petni ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023r.
poz. 742 z pdiniejszymi zmianami), i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Politechniki
Gdanskiej o dopuszczenie Pani mgr Joanny Stefaniak-Skorupy do dalszych etapéw przewodu
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