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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny tady pt. ,Analogi czagsteczki Cystapep
1 jako nowa klasa zwigzkéw przeciwbakteryjnych wobec Staphylococcus aureus
opornego na metycyline (MRSA): projektowanie, synteza i badania biologiczne”

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny tady zostata wykonana na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, w Katedrze Chemii Biomedycznej, pod kierunkiem prof. dr hab. Sylwii
Rodziewicz-Motowidto oraz dr Marii Dzierzynskiej jako promotorki pomocniczej. Przedstawiona
do recenzji dysertacja dotyczy projektowania, syntezy oraz wielokierunkowej charakterystyki
biologicznej nowych analogdéw Cystapep 1, oznaczanego rdwniez jako A-20, jako
potencjalnych zwigzkéw przeciwbakteryjnych aktywnych wobec szczepdw Staphylococcus
aureus opornych na metycyline (MRSA).

Juz sam wybdér tematyki pracy (jak przystato na prace wykonywane w Katedrze Chemii
Biomedycznej UG) nalezy uznac za bardzo trafny. Opornoé¢ bakterii na antybiotyki pozostaje
jednym z najpowazniejszych wyzwan wspdtczesnej medycyny, a MRSA jest jednym z tych
patogendw, ktdre wyjgtkowo dobrze pokazujq, jak bardzo potrzebne sg nowe klasy zwigzkéw
przeciwdrobnousfrojowych. Celem nie jest wytgcznie poszukiwanie kolejnego zwigzku
hamujgcego wzrost bakterii w klasycznym tescie MIC, ale o znacznie szerszy problem: czy
mozna zaprojektowad czgsteczki, ktdre zachowajg wysokg aktywnosé wobec tfrudnych
szczepow klinicznych, bedqg wystarczajgco stabilne w warunkach biologicznych, nie bedqg
istotnie toksyczne dla komérek gospodarza, a przy tym bedqg w stanie oddziatywad réwniez na
biofim bakteryjny2 Rozprawa mgr Katarzyny tady bardzo dobrze wpisuje sie wtasnie w ten
szerszy, nowoczesny sposdb myslenia o nowych terapeutykach przeciwbakteryjnych.

Praca ma wybitnie interdyscyplinarny charakter — tgczy w sobie elementy chemii
peptyddw i peptydomimetykdw, klasycznej syntezy organicznej w roztworze, analizy zaleznosci
struktura—aktywnos¢, chemometrii, mikrobiologii, badan komdrkowych, analizy biofimu,
badan mechanizmu dziatania oraz proteomiki. Wybrany zestaw metod jest bardzo szeroki, a
jednoczesnie logicznie dobrany do celu pracy. Autorka nie poprzestaje na wykazaniu, ze
okreslone analogi Cystapep 1 majg dziatanie przeciwbakteryjne, lecz konsekwentnie prébuje
odpowiedzie¢ na pytania znacznie bardziej interesujgce, o znacznej wartosci naukowe;:
dlaczego niektére modyfikacje poprawiajg aktywnosé, gdzie lezy granica korzystnej
hydrofobowosci, jak zachowujqg sie zwiqzki w warunkach zblizonych do fizjologicznych, czy ich
aktywnos¢ wigze sie z uszkodzeniem btony bakteryjnej, czy moze z zaburzeniem procesdw
wewngtrzkomorkowych, oraz czy nowoczesne podejscia proteomiczne mogqg poméc w
zidentyfikowaniu potencjalnych celdéw molekularnych? Taki zakres pracy jednoznacznie
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pokazuje, ze mamy do czynienia z dojrzatym, przemyslanym projektem doktorskim, a nie tylko
z opisem kolejnych rutynowych testéw biologicznych.

Rozprawa zostata przygotowana w formie fradycyjnej i liczy 196 stron. Ma klarowny
uktad i obejmuje wszystkie zasadnicze elementy wymagane od tego typu opracowania: spis
tresci, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétdw, obszerny wstep literaturowy,
hipoteze badawczqgicel pracy, materiaty i metody, wynikii dyskusje, podsumowanie, literature
cytowanq (az 245 pozycji, w tym przewazajgca wiekszos¢ renomowanych prac z ostatnich
pieciu lat). Uktad pracy jest przejrzysty i prowadzi czytelnika od szerokiego kontekstu klinicznego
i biologicznego, poprzez charakterystyke Cystapep 1 i jego dotychczasowych analogdw, az
do wynikdw wtasnych Doktorantki. Bardzo dobrze sprawdza sie tu klasyczna konstrukcja pracy
doktorskiej, poniewaz zakres badan jest szeroki i wymaga precyzyjnego pokazania kolejnych
etapdw: projektowania, syntezy, oczyszczania, charakterystyki, badan mikrobiologicznych,
badan bezpieczenstwa, biofimu, mechanizmu dziatania i proteomiki.

We wstepie literaturowym Autorka kompetentnie omawia problem opornosci
drobnoustrojow na antfybiotyki oraz znaczenie MRSA jaoko jednego z najwazniejszych
patogendw bakteryjnych. Czes¢ ta dobrze uzasadnia wybdr modelu biologicznego i nie jest
wytgcznie encyklopedycznym przeglgdem, lecz konsekwentnie prowadzi do uzasadnieniaq,
dlaczego peptydy przeciwdrobnoustrojowe i peptydomimetyki mogqg stanowi¢ obiecujgcg
alternatywe lub uzupetnienie dla klasycznych antybiotykdw.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fragment poswiecony Cystapep 1. Autorka jasno
pokazuje, ze zwigzek wyjsciowy A-20 nie jest przypadkowo wybrang czgsteczkg, ale
peptydomimetykiem zaprojektowanym na podstawie N-kohcowego fragmentu ludzkiej
cystatyny C. Struktura A-20, czyli Z-Arg-Leu-ValW[CH,-NH]-Cin, dobrze ilustruje schemat
projektowania tej klasy zwigzkédw: obecnos¢ dodatnio natadowanej Arg umozliwia
oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie natadowanqg powierzchnig bakterii, fragmenty
hydrofobowe i aromatyczne sprzyjajg kontaktowi ze strukturami btonowymi, a zredukowany
izoster wigzania peptydowego zwieksza peptydomimetyczny charakter czgsteczki i moze
wptywac na jej stabilno$¢ oraz wtasciwosci konformacyjne. Ten fragment pracy jest bardzo
istotny, poniewaz pozwala czytelnikowi zrozumieé, ze kolejne modyfikacje A-20 majg sens
chemiczny i biologiczny.

Autorka formutuje cel pracy jasno i ambitnie, okreslajgc go jako zaprojektowanie,
synteze oraz kompleksowq charakterystyke nowych analogdéw Cystapep 1 jako potencjalnej
klasy peptydomimetycznych zwigzkdw przeciwbakteryjnych aktywnych wobec MRSA. Cel ten
obejmowat zardwno okreslenie zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng, wtadciwosciami
fizykochemicznymi i aktywnoscig przeciwbakteryjng, jak réwniez ocene stabilnosci,
cytotoksycznosci, aktywnosci przeciwbiofilmowej oraz mechanizmu dziatania. Cel ten zostat
zrealizowany w petni, a w niektérych aspektach nawet z nadwyzkqg, biorgc pod uwage
wyjgtkowo szeroki zakres badan wykonanych dla wybranych analogdw.

Najciekawszg czescig pracy jest, w mojej opinii, logiczne przejicie od projektowania
strukfuralnego do walidacji biologicznej. Autorka rozpoczyna od analizy dotychczasowych
danych dotyczgcych A-20 i jego analogdéw, a nastepnie wykorzystuje metody
chemometryczne i SAR do zaprojektowania nowej biblioteki zwigzkdw. W strukturze czqgsteczki
A-20 wyrdznia piec obszaréw modyfikacji, oznaczonych jako P1-P5. Szczegdlnie istotne okazaty
sie modyfikacje pozyciji P5, czyli kohcowego fragmentu hydrofobowego/aromatycznego. Jest
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to bardzo dobrze uzasadnione, poniewaz wczesniejsze obserwacije wskazywaty, ze aktywnose
tej klasy peptydomimetykdw zalezy od rdwnowagi pomiedzy kationowosciqg, hydrofobowoscig
oraz przestrzennym rozmieszczeniem fragmentédw aromatycznych.

Autorka zaprojektowata az 102 nowe analogi zwigzku A-20. Nie wszystkie, co oczywiste,
zostaty skierowane do syntezy. Wybdr zwigzkdw do otrzymania oparto nie tylko na
przewidywanym potencjale przeciwbakteryjnym, ale takze na kryteriach praktycznych, takich
jak dostepnos¢ substratow, zgodno$¢ z opracowanq Sciezkg syntetyczng oraz realna
mozliwo$¢ oczyszczenia produktéw. To bardzo wazny i dojrzaty element pracy. W chemii
medycznej i chemii peptydomimetykdéw samo ,narysowanie” biblioteki zwigzkdw jest
najtatwiejszym etapem; prawdziwa wartos¢ naukowa pojawia sie dopiero wtedy, kiedy
projektowanie jest potgczone z realnym warsztatem syntetycznym i krytyczng selekcjqg struktur,
ktore mozna rzeczywiscie otrzymad, oczyscic¢ i przebadac.

W wyniku wieloetapowych syntez prowadzonych klasyczng metodg w roztworze, z
zastosowaniem strategii Boc, Autorka otrzymata 28 peptydomimetykdw, z czego 23 oczyscita
i scharakteryzowata. W pracy dobrze opisata trudnosci typowe dla tej klasy zwigzkdw:
problemy z rozpuszczalnosciq, konieczno$¢ stosowania DMF, wyzwania zwigzane z
oczyszczaniem oraz sytuacje, w ktdérych nie udato sie uzyskac niektérych zwigzkdw w czystosci
umozliwiajgcej dalsze badania. Bardzo cenie taki sposdb opisu, poniewaz pokazuje rzeczywisty
charakter pracy syntetycznej. Nie jest to gtadka, podrecznikowa opowiesé¢ o ,,otrzymaniu
zwigzkdw", lecz wiarygodny opis procesu, w ktérym decyzie chemika, ograniczenia
preparatywne i jako$¢ materiatu biologicznego sq ze sobq $cisle powigzane.

Najwazniejszym etapem  walidacji  otrzymanych analogéw  byty badania
mikrobiologiczne. Autorka wyznaczyta wartosci MIC i MBC wobec szczepdw bakterii Gram-
dodatnich: S. aureus ATCC 29213 oraz S. pyogenes ATCC 19615. Zwigzek wyjsciowy A-20
wykazywat aktywno$¢ wobec S. aureus na poziomie MIC 32 ug/ml, natomiast cze$¢ analogdéw
byta wyraznie bardziej aktywna. Szczegdlnie wysokg aktywnoscig wykazywaty sie zwigzki A-76,
A-241, A-243 oraz A-248, dla ktérych wartosci MIC i MBC miescity sie w najnizszych zakresach
sposrdéd badanej serii. Dla A-76 obserwowano bardzo dobrg aktywnosc¢ juz przy stezeniach
rzedu kilku ug/ml. Jest to wynik wazny, poniewaz pokazuje, ze przyjeta strategia modyfikacji A-
20 doprowadzita do realnej poprawy aktywnosci biologiczne;.

Bardzo dobrze oceniam sposdéb, w jaki Autorka interpretuje zaleznosci struktura-
aktywnos¢. Nie sprowadza wnioskdw do prostego stwierdzenia, ze ,,wieksza hydrofobowos¢
daje lepszg aktywno$e". Przeciwnie, z przedstawionych wynikdw wynika bardziej subtelny
obraz: aktywno$¢ analogéw A-20 zalezy od odpowiedniej réwnowagi pomiedzy
hydrofobowosciq, wielkoscia, geometrig i rozmieszczeniem fragmentdw aromatycznych.
Umiarkowane zwiekszenie hydrofobowosci i odpowiedni dobdr fragmentu P5 poprawiajg
aktywnos¢, natomiast zbyt rozbudowane lub niekorzystnie podstawione uktady aromatyczne,
a takze niektére modyfikacje zwiekszajgce tadunek dodatni, mogq prowadzi¢ do pogorszenia
wtasciwosci przeciwbakteryjnych.

Po wstepnych badaniach wobec szczepdw referencyjnych Autorka wytypowata do
dalszych analiz zwiqzki A-75, A-76, A-238, A-241 i A-243, a takze zwigzek wyjsciowy A-20 jako
punkt odniesienia. Uwazam ten wybdér za uzasadniony. Co wazne, do kolejnych badan nie
wtgczono wytqcznie zwigzkdw o absolutnie najnizszych MIC, ale réwniez analogi o nieco
stabszej aktywnosci, co pozwolito porownywac czgsteczki o réznym profilu strukturalnym i
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biologicznym. To rozsgdne podejscie, poniewaz w badaniach nad zwigzkami
przeciwdrobnoustrojowymi sama wartos¢ MIC nie powinna by¢ jedynym kryterium wyboru.
Réwnie wazne sq stabilno$¢, toksycznose, zdolnos¢ do dziatania na biofilm oraz potencijalny
mechanizm dziatania.

Kolejnym waznym etapem byta ocena aktywnosci wybranych peptydomimetykdw
wobec szerszego panelu szczepdw MRSA, obejmujgcego zardwno szczepy kliniczne, jok i
laboratoryjne. Jest to bardzo mocny element pracy. Zbyt czesto w badaniach nad nowymi
zwigzkami przeciwbakteryjnymi aktywnos$¢ pokazuije sie na jednym szczepie referencyjnym, co
nie pozwala oceni¢ realnej wartosci biologicznej otrzymanych czgsteczek. W tej rozprawie
Autorka sprawdzita, czy aktywnos¢ utrzymuje sie wobec wiekszej liczby izolatdw MRSA. Wyniki
pokazaty, ze analogi A-76 i A-241 skutecznie hamowaty wzrost szczepdw MRSA w zakresie 4-16
hug/ml, a aktywnos¢ nie byta ograniczona do jednego, wybranego szczepu.

Rozszerzenie badah na bakterie Gram-ujemne réwniez byto dobrze uzasadnione.
Wyniki pokazaty jednak wyraznie nizszq aktywnosé lub jej brak wobec E. coli, P. aeruginosa i A.
baumannii. Autorka interpretuje ten wynik prawidtowo, wskazujgc na znaczenie btony
zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych jako bariery przepuszczalnosci. W mojej ocenie nie jest to
stabos¢ rozprawy; wprost przeciwnie — wyniki te dobrze definiujqg zakres dziatania badanejklasy
zwigzkdw. Analogi A-20 nalezy traktowacd przede wszystkim jako czgsteczki ukierunkowane na
bakterie Gram-dodatnie, w tym MRSA, a nie jako szerokospekiralne antybiotyki. Taka
specjalizacja moze stac¢ sie sporg zaletq, jezeli zostanie wtasciwie wykorzystana w dalszym
projektowaniu terapeutykdéw.

Istotng czescig pracy sg badania stabilnosci. Autorka ocenita zardwno termostabilno$é
wybranych peptydomimetykdw, jak i ich stabilno$¢ w wodzie oraz ludzkim osoczu. Wiekszo$¢
badanych analogdw zachowata aktywnos¢ po ekspozyciji na podwyzszong temperature, a w
badaniach HPLC zwigzki wykazywaty wysokq stabilnos¢ w wodzie oraz zréznicowanaq, ale
nadal znaczgcq stabilno$¢ w osoczu.

Bardzo dobrze oceniam takze badania bezpieczenstwa biologicznego. Autorka
przeprowadzita ocene cytotoksycznosci wobec ludzkich keratynocytéw oraz aktywnosci
hemolitycznej wobec ludzkich erytrocytéw. Wybdr keratynocytdw jest trafny, poniewaz S.
aureus i MRSA czesto sg zwigzane z zakazeniami skory. Wyniki wskazuja, ze w zakresie stezen
odpowiadajgcych aktywnosci przeciwbakteryjnej badane zwigzki nie wykazujg istotne;j
cytotoksycznoséci ani hemolizy. Jest to bardzo wazny wniosek, poniewaz wiele kationowych i
hydrofobowych zwiqzkéw przeciwdrobnoustrojowych ma problem z selektywnoscig wobec
komodrek gospodarza. Jednoczesnie Autorka uczciwie zauwaza, ze przy wyzszych stezeniach,
zwtaszcza dla A-76 i A-241, pojawiajg sie sygnaty zwiekszonego wptywu na komorki
eukariotyczne. W mojej ocenie ta ostroznos¢ interpretacyjna jest bardzo cenna i $wiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Kolejnym elementem, ktéry zastuguje na podkreslenie, sg badania przeciwbiofimowe.
Biofilm MRSA jest powaznym problemem terapeutycznym, poniewaz komérki w biofilmie mogg
by¢ znacznie mniej wrazliwe na dziatanie zwigzkdw przeciwdrobnoustrojowych niz komaorki
planktoniczne. Autorka zbadata zdolnosé A-20 oraz dwdch aktywnych analogdw, A-76i1 A-241,
do redukcji biofimu tworzonego przez szczep MRSA 44. Wykorzystata do tego trzy
uzupetniajgce sie metody: barwienie fioletem krystalicznym, oznaczanie liczby jednostek
tworzgcych kolonie oraz obrazowanie SEM. To bardzo dobre podejscie metodyczne, poniewaz
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kazda z tych metod dostarcza innego rodzaju informagji: fiolet krystaliczny méwi przede
wszystkim o biomasie biofilmu, CFU/ml o liczbie zywych komodrek, a SEM pozwala ocenié
architekture i morfologie struktury biofimowej. Uwazam, ze cze$¢ przeciwbiofimowa jest
jednym z najbardziej aplikacyjnie interesujgcych fragmentdw rozprawy.

Réwnie warto$ciowa poznawczo jest czesé dotyczgca mechanizmu dziatania. Autorka
analizowata wptyw A-20, A-76 i A-241 na procesy biosyntetyczne w komdrkach MRSA 44,
wykorzystujgc radioaktywnie znakowane prekursory syntezy DNA, RNA i biatek. Pokazata, ze
badane zwigzki hamujg synteze DNA i RNA, natomiast ich wptyw na synteze biatek jest stabszy
lub niejednoznaczny. Roéwnolegle wykonata test wychwytu jodku propidyny, pozwalajgcy
oceni¢ integralnos¢ btony cytoplazmatycznej, oraz obrazowanie TEM, ktdére pokazato zmiany
ultrastrukturalne w komadérkach MRSA po inkubacii z badanymi peptydomimetykami. Cato$c
tych wynikéw prowadzi do wniosku, ze mechanizm dziatania analogdéw A-20 jest ztozony i
obejmuje zaréwno oddziatywanie z ostonami komdrkowymi, jak i zaburzenie procesdw
wewngtrzkomadrkowych.

Na pochwate zastuguje sposdb, w jaki Autorka omawia ograniczenia wykonywanych
eksperymentow. Wyniki testu Pl i obrazowania TEM nie sqg przedstawione jako jednoznaczny
dowdd, ze btona cytoplazmatyczna jest jedynym celem dziatania, lecz raczej joko wskazanie
istotnego udziatu komponentu btonowego. Podobnie zahamowanie inkorporacii
znakowanych prekursorow DNA i RNA jest interpretowane ostroznie: moze wynika¢ zaréwno z
bezposredniego oddziatywania z procesami replikacji lub transkrypcii, jak i z wtdrnych
konsekwencji zaburzenia homeostazy komodrkowej. To jest bardzo wazine, poniewaz w
badaniach mechanizmu dziatania zwigzkdw  przeciwdrobnoustrojowych tatwo o
nadinterpretacje. Tutaj Autorka zachowuje odpowiedni dystans do wtasnych wynikéw, co
uwazam za jedng z mocnych stron rozprawy.

Ostatnim etapem pracy byty analizy proteomiczne PISA i FITExP, ktérych zastosowanie
w rozprawie dotyczgcej peptydomimetykdw przeciwbakteryjnych nalezy uzna¢ za ambitne i
nowoczesne. Analiza PISA pozwolita wytypowad biatka potencjalnie zaangazowane m.in. w
replikacje DNA, metabolizm energetyczny, kontrole translacji i metabolizm zelaza, natomiast
FITEXP umozliwit ocene odpowiedzi proteomu zywych komdrek MRSA na badane zwigzki.
Najbardziej wyrazne zmiany obserwowano dla aktywnych analogdw A-76i A-241, co pozostaje
spdjne z wynikami mikrobiologicznymi.

Analizy proteomiczne nie doprowadzity do jednoznacznego wskazania jednego celu
molekularnego. Wynik ten nie zaskakuje przy takiej klasie zwiqzkédw, o potencjalnie
wielokierunkowym sposobie dziatania; brok jednego prostego celu jest tu wynikiem
biologicznie wiarygodnym. Bardzo dobrze, ze Autorka nie prébuje na site wskazac jednego
biatka jako ,,celu”, lecz interpretuje wyniki jako informacije o zaburzeniu okreslonych proceséw
komodrkowych i jako punkt wyjscia do dalszych badan. W mojej ocenie cze$é proteomiczna
jest jedng z najbardziej ambitnych czescirozprawy, cho¢ jednoczesnie jedng z najtrudniejszych
interpretacyijnie.

Podsumowujgc, do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy zaliczam: racjonalne
zaprojektowanie duzej biblioteki analogdw Cystapep 1, otrzymanie i charakterystyke szerokiej
serii peptydomimetykdw, wskazanie analogdw o aktywnosdci wyraznie wyzszej niz zwigzek
wyjsciowy A-20, wykazanie aktywnosci wybranych zwigzkéw wobec panelu szczepdw MRSA,
ocene stabilnosci w wodzie i osoczu, potwierdzenie korzystnego profilu bezpieczenstwa w
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zakresie stezen aktywnych przeciwbakteryjnie, wykazanie aktywnosci przeciwbiofilmowej oraz
przeprowadzenie wielopoziomowych badan mechanizmu dziatania. Szczegdlnie istotne
wydajg sie analogi A-76 i A-241, ktére tqgczg wysokg aktywnos¢ wobec MRSA, zdolno$¢ redukcji
biofilmu, stabilno$¢ w badanych warunkach oraz brak istotnej toksycznosci w zakresie stezen
hamujgcych wzrost bakterii.

Nie stwierdzitam istotnych uchybien merytorycznych ani formalnych; pod wzgledem
redakcyjnym rozprawa jest przygotowana bardzo starannie — nie zauwazam niezrecznosci
jezykowych, literébwek ani powtérzen, a ewentualne drobne uwagi redakcyjne nie majqg
wptywu na bardzo wysokg ocene pracy.

Przedstawiona rozprawa inspiruje do postawienia kilkku pytan, ktére mogg stanowié
punkt wyjscia do dyskusji podczas obrony:
1. W pracy pokazano, ze A-76 i A-241 nalezg do najbardziej aktywnych analogdédw wobec
MRSA, ale jednoczesnie przy wyzszych stezeniach wykazujg wiekszy wptyw na komaorki HaCaT
lub erytrocyty niz cze$¢ pozostatych zwigzkdw. Ktéry z badanych analogdw Autorka uznataby
obecnie za najlepszy kompromis pomiedzy aktywnoscig przeciwbakteryjng, stabiinodciq i
bezpieczenstwem biologicznym?
2. Wyniki wskazujg, ze modyfikacje fragmentu P5 majg kluczowe znaczenie dla aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Jakie kolejne modyfikacje tej pozycji Autorka zaproponowataby w
nastepnej generacii analogéw A-202 Czy celem bytoby dalsze zwiekszanie hydrofobowosci,
czy raczej precyzyjne modulowanie geometrii i rozmieszczenia fragmentéw aromatycznych?e
3. Analogi A-20 sq stabo aktywne wobec bakterii Gram-ujemnych. Czy Autorka widzi mozliwo$¢
przeprojektowania tej klasy peptydomimetykdw tak, aby poprawic ich przenikanie przez btone
zewneftrzng bakterii Gram-ujemnych, czy raczej uwaza, ze bardziej racjonalnym kierunkiem jest
rozwijanie ich jako zwigzkdw selektywnie ukierunkowanych na bakterie Gram-dodatnie?
4, W badaniach biologicznych obserwowano zardwno zaburzenie integralnosci btony, jak i
wptyw na synteze DNA oraz RNA. Ktéry z tych efektdw Autorka uwaza za bardziej
prawdopodobny efekt pierwotny, a ktéry za wtdrnye Jakie jedno doswiadczenie
zaproponowataby jako nastepny krok w celu rozdzielenia tych dwdch mozliwoscie
5. Analizy PISA i FITEXP nie wskazaty jednoznacznego celu molekularnego, ale zasugerowaty
udziat kilku procesdw komadrkowych. Czy zdaniem Autorki ta klasa zwigzkdw powinna by¢ dalej
rozwijana jako zwigzki o wielocelowym mechanizmie dziatania, czy raczej warto dgzyé do
identyfikacji i optymalizaciji oddziatywania z konkretnym celem molekularnym?
6. W rozprawie wartosci MIC prezentowane sq w jednostkach masowych, tj. ug/ml, co jest
standardem czesto stosowanym w badaniach mikrobiologicznych. Jednoczesnie, poniewaz
poréwnywane zwiqzki réznig sie masq czgsteczkowaq, interesujgce bytoby poznanie opinii
Doktorantki, czy w przypadku analiz zaleznosci struktura—aktywno$¢ oraz porédwnywania sity
dziatania analogdéw A-20 bardziej informatywne nie bytoby réwnolegte podawanie wartosci
MIC réwniez w jednostkach molowych (uM)2
7. L ktérego wyniku jest Pani najbardziej dumna i ktéry uwaza Pani za najwazniejszy punkt
wyjécia do dalszych badah?

Niezaleznie od odpowiedzi na to pytanie, warto podkresli¢, ze rozprawa mgr Katarzyny
tady nie jest jedynym Swiadectwem jej aktywnosci naukowej. Na bardzo wysokg ocene
zastuguje réwniez jej aktywno$¢ stazowa i projektowa — odbycie trzymiesiecznego stazu
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badawczego w Karolinska Institutet, udziat w projekcie NCN PRELUDIUM BIS (i réwniez Polish-
Swiss cooperation, EIC Pathfinder Challenges) jako wykonawca oraz kierowanie serig wtasnych
grantéw doktoranckich (,Badania Mtodych Naukowcdw”) $wiadczg o wysokim stopniu
samodzielnosci naukowej, umiejetnosci planowania badan oraz odpowiedzialnosci za
realizacje ambitnych celéw badawczych. Tego rodzaju do$wiadczenie projektowe na etapie
doktoratu nalezy uzna¢ za ponadprzecietne.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Katarzyny tady stanowi warto$ciowe,
obszerne i bardzo dobrze zaplanowane opracowanie dotyczgce nowych analogéw
Cystapep 1 jako potencjalnych peptydomimetycznych zwigzkdw przeciwbakteryjnych
aktywnych wobec MRSA. Autorka wykazata sie bardzo dobrym przygotowaniem chemicznym
i biologicznym, umiejetnoscig projektowania zwigzkéw na podstawie danych SAR, sprawnym
warsztatem syntetycznym, znajomoscig metod charakterystyki peptydomimetykdéw oraz
dojrzatoscig w interpretaciji wynikdw mikrobiologicznych, komébrkowych i proteomicznych.
Praca wnosi nowe informacije do badan nad analogami A-20 i wskazuje konkretne zwigzki jako
obiecujgcych kandydatdéw do dalszych badan nad nowymi strategiami zwalczania zakazeh
wywotywanych przez MRSA. W mojej ocenie przedstawiony materiat bedzie stanowi¢ solidng
podstawe szeregu wartosciowych publikacji naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska mgr Katarzyny tady w petni spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne i w petni dojrzate rozwigzanie
istotnego problemu naukowego w rozumieniu art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. W mojej ocenie praca ta nie tylko spetnia ustawowe kryteria
rozprawy doktorskiej, lecz spetnia je z wyraznym naddatkiem - zaréwno pod wzgledem
poziomu naukowego, spdjnosci koncepcji badawczej, jak i znaczenia uzyskanych wynikéw dla
dalszego rozwoju chemii medycznej (niezmiennie ubolewam nad wygdrowanym regutom
dotyczgcym wyrdzniania prac doktorskich na Wydziale Chemii UG, ktdére uniemozliwiajg mi
whnioskowanie o wyrdznienie pracy). Zakres wykonanych badan, ich interdyscyplinarny
charakter, liczba zaprojektowanych, otrzymanych i przebadanych zwigzkéw oraz poziom
interpretacji  wynikdw $wiadczg o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Wnosze zatem o dopuszczenie mgr Katarzyny
tady do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki
chemiczne.

L powazaniem,
){'{.r (RA&U.'M(%&I:(;

Magdalena Rowinska-Zyrek



