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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Doroty Dudek

pt. ,Oddziatywanie jonéw cynku i miedzi z wybranymi peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi”

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Doroty Dudek zostala wykonana w Zespole
Biologicznej Chemii Nieorganicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego pod kierunkiem
dr hab. inz. Magdaleny Rowiniskiej-Zyrek.

Doktorantka podejmuje si¢ badania chemii koordynacyjnej grupy naturalnie wystepujacych
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (AMP - ang. antimicrobial peptides) oraz ich analogdw wobec
wybranych jonéw metali. AMP to bardzo cieckawa, zréznicowana grupa zwigzkéw, ktére stanowia
nieswoista odpowiedZ odpornosciows organizméw zywych w walce z patogennymi drobnoustrojami.
Wybér tematyki rozprawy jest niezwykle aktualny, wpisuje si¢ w nurt badan bedacych odpowiedzia
na ogromng potrzebe znalezienia alternatywy dla klasycznych antybiotykéw, ktore ze wzgledu
na wyksztalcone przez drobnoustroje mechanizmy opornosci, czesto prowadza do punktu, kiedy
medycyna jest bezsilna w leczeniu pacjentow, ktérzy sa zakazeni wielolekoopornymi szczepami.
Do badann Doktorantka wybrala z dostepnych w bazie Antimicrobial Peptide Database APD3 zwiazki
sklasyfikowane jako majace aktywno$¢ p/drobnoustrojowa i jest to nastgpujacych jedenascie
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peptydow; alloferon 1 1 alloferon 2, kalcytermina oraz jej trzy mutanty (H9A, H11A 1 H13A),
fragmenty semenogelin: Sg-15, Sgl-29 i SglIIA oraz analogi amyliny ludzkiej: amylina szczurza
i pramlintyd. Biorac pod uwage doniesienia literaturowe, méwigce o pozytywnym wplywie jonow
metali na aktywnosé¢ p/drobnoustrojowa AMP, realizowana na drodze mechanizmu odpornosci
odzywczej lub/i zmianie wlasciwosci fizykochemicznych peptydu po zwiazaniu do jonu metalu,
Doktorantka podejmuje si¢ zbadania tegoz wplywu stosujac jony Zn?* i Cu?* oraz stawia sobie za cel
gléwny poznanie chemii bionieorganicznej badanych ukiadow i ustalenie zaleznosci miedzy
ich chemia koordynacyjna/struktura a aktywnoscia biologiczna. To bardzo ambitny cel, biorac pod
uwage zlozonos$¢ ukladéw i réznorodne sposoby uzyskiwania przez peptydy AMP aktywnosci
p/drobnoustrojowej, ktérej mechanizmy sa nadal do kofica nie poznane.

Rozprawa zawarta jest na 237 stronach maszynopisu, z czego 180 stron stanowi wlasciwg
rozprawe, po ktorej Doktorantka zamiescita note dotyczaca podsumowania swojego dorobku
naukowego oraz kopie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy. Praca ma klasyczny dla doktoratow
o charakterze eksperymentalnym uktad i sklada si¢ z nastepujacych czesci: wstep (poprzedzony
wykazem skrétow 1 wprowadzeniem), cele pracy, opis eksperymentow, wyniki 1 dyskusja,
podsumowanie i1 perspektywa rozwoju tematu, streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, wykaz
rysunkow i tabel oraz bibliografia (205 cytowan).

Praca napisana jest bardzo dobrze, czyta si¢ ja latwo, nastepujace po sobie rozdzialy
1 podrozdzialy ukladaja si¢ w logiczna calos¢. Jest bardzo bogato ilustrowana (122 rysunki),
szczegolnie podobaja mi si¢ rysunki proponowanych struktur zwiazkéw kompleksowych wykonane
w programie PyMOL. Jasno wida¢ znakomite przygotowanie Doktorantki zaréwno pod wzgledem
teoretycznym jak i praktycznym. Autorka metodycznie i skrupulatnie opracowala kazda czes¢ pracy,
szczegolnie wyniki 1 dyskusje. Nie mam wrazenia, ze cokolwiek zostalo pominigte lub przeoczone.

Rozprawe otwiera wstep poswigcony peptydom p/drobnoustrojowym, ich wystepowaniu,
mechanizmom dzialania, roli jonéw metali w indukowaniu ich aktywnosci biologicznej oraz opis
opornosci, jaka drobnoustroje zdolaly rozbudowa¢ wobec AMP. Autorka opisuje takze
wykorzystanie AMP w medycynie, ktore jest pokazne, bo obejmuje dziesie¢ lekéw dopuszczonych
do stosowania. Podoba mi si¢, ze Autorka przedstawia omawiana grupe zwiazkéw obiektywnie,
dyskutuje bowiem takze ich stabsze strony; tj. brak odpornosci na degradacje enzymatyczna. Podaje
réwniez opisane w literaturze sposoby na proby zniwelowania tego zjawiska. To bardzo ciekawa czesé
pracy, Doktorantka z duza starannoscia wprowadza czytelnika w tematyke i daje rzetelny obraz
aktualnej wiedzy na temat AMP, latwo rozumie¢ motywacje przyswiecajaca podjeciu badan,
zorientowac si¢ skad wynika dobér metod badawczych oraz jakie aspekty oddzialywan AMP moga
mie¢ znaczenie dla ich dzialania.

Rozprawa doktorska powstala w ramach projektu  NCN SONATA BIS 7.
2017/26/E/ST5/00364 pt. ,,Oddzialywanie przeciwdrobnoustrojowych peptydéow z jonami metali -
zrozumienie relacji miedzy chemig koordynacyjna, struktura, termodynamika a sposobem dziatania”.
Warto doda¢, ze Doktorantka oprécz realizacji wspomnianego projektu byla zaangazowana
w wykonywanie badaft w ramach projektu Sonata NCN realizowanego w latach 2017-2020 przez
dr hab. inz. Magdalene Rowifiska-Zyrek pt. ,,Zrozumienie oddzialywad cynku z cynkoforami
i transporterami Zn(II) w grzybowych patogenach”. Z kolei na swoje badania zdobyla finansowanie
w ramach grantu naukowego dla mlodych naukowcow i uczestnikow studium doktoranckiego

na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, realizowanego w latach 2018-2019. Doktorantka
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jawi si¢ jako osoba bardzo pracowita. Przeprowadzila ogrom badan w ramach swojej rozprawy
doktorskiej, opublikowala w renomowanych czasopismach wyniki, bedac pierwszym autorem
czterech z pieciu prac wchodzacych w sklad rozprawy (a wedlug dokumentacji dwie nastepne
sa W przygotowaniu), angazowala si¢ czynnie w inna tematyke badawcza (jest wspolautorka
az siedmiu publikacji niezwiazanych tematycznie z rozprawa), wyjezdzala na staze naukowe (w tym
jeden dluzszy, 6-cio miesi¢czny), prezentowala wyniki na konferencjach. Dlatego tym bardziej
na uznanie zastuguje przygotowanie obszernej, rzetelnie napisanej 1 prezentujacej wysoki poziom
naukowy rozprawy doktorskiej.

Praca jest naturalnie ulokowana w dyscyplinie #awuki chemiczne, ale zawiera roéwniez elementy
nauk farmacentycznych i nank biologicznych. Badania Doktorantki, ktére wykonala na macierzystym
Wydziale; tj. potencjometria, spektrometria mas oraz spektroskopie: NMR, UV-Vis i CD,
sa wsplerane przez rezultaty uzyskane we wspolpracy z czterema $wietnymi osrodkami, co czyni
rozprawe interdyscyplinarna. Wspomniane osrodki to Wydzial Biotechnologii, Chemii i Farmacji
Uniwersytetu w Sienie (prof. Daniela Valensin), gdzie Doktorantka odbyta staz, Uniwersytet Nauki
1 Techniki Krola Abdullaha w Arabii Saudyjskiej (prof. Mariusz Jaremko), Pracownia Przesiewowych
Testow Aktywnosci Biologicznej i1 Gromadzenia Materialu Biologicznego na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (dr Agnieszka Matera-Witkiewicz) oraz
Wydzial Chemiczny Politechniki Wroclawskiej (dr hab. Joanna Olesiak-Banska). Dzi¢ki tym
wspolpracom uzyskano wyniki spektroskopii  NMR badanych peptydéow z jonami Cu?t,
potwierdzono lub wykluczono aktywnosé p/drobnoustrojowa badanych ligandéw i ich kompleksow
z jonami metali poprzez wyznaczenie wartosci minimalnego stezenia hamujacego MIC oraz
minimalnego stezenia bakterio- lub grzybobéjczego MBC/MFC oraz wykorzystano mikroskopie sit
atomowych do badania zjawiska agregacji pochodnych amyliny. W mojej ocenie to wzorowe
podejécie do préby rozwiazania zlozonych probleméw natury biologicznej, ktérym jedynie
interdyscyplinarne spojrzenie daje szanse na rozwiazanie. Dzigki takiemu podejéciu Doktorantka

w pelni zrealizowala postawione sobie cele szczegdlowe pracy.

Za najmocniejsze strony rozprawy doktorskiej uwazam:

e Szczegdlowe okreslenie wlasciwosci koordynacyjnych badanych komplekséw za pomoca
metod spektroskopowych (spektroskopii UV-Vis, CD oraz NMR). Na slowa uznania
szczegolnie zasluguja badania 2DNMR z jonami metali dla peptydow zawierajacych wiele
reszt histydylowych, ktérych rozréznienie spektroskopowe i przypisanie atoméw donorowych
nie nalezy do najlatwiejszych,

e Pomiary spektrometrii mas dla wszystkich analizowanych ukladow, ktére dla zwigzkow
kompleksowych potrafia by¢ skomplikowane 1 nieczytelne oraz wymagaja odpowiedniego
podejscia eksperymentalnego. Tutaj jawig si¢ jako bardzo proste, ale tylko pozornie,
wymagaly bowiem sporego nakladu pracy, ktéra Doktorantka wlozyla w skrupulatne
zmierzenie badanych ukladéw 1 jasna prezentacje otrzymanych wynikow,

e Badania agregacji pochodnych amyliny, ktére - podobnie jak badania biologiczne —
wprowadzajgq do rozprawy element interdycyplinarnosci i wiele wnoszg dla préb zrozumienia
sposobu dzialania badanych peptydéw AMP ukazujac wybidrcza zdolnosé do fibrylacji. Jak
sama Doktorantka pisze ‘pickna’ zalezno$¢ pomiedzy chemia koordynacyjna, morfologia
a sposobem dzialania jest rzeczywiscie niezmiernie interesujaca 1 stanowi w moich oczach
znakomity punkt rozprawy. Zwiazek kompleksowy Zn2*-pramlintyd jako jedyny z grupy
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badanych amylin charakteryzuje si¢ aktywnoscia p/drobnoustrojowsa i okazal si¢ by¢ takze
jedynym ukladem tworzacym fibryle, ktére formuja si¢ na skutek wymuszonego koordynacja
jonu metalu konformacyjnego zgiecia peptydu, co moze by¢ bezposrednim zrédlem
udowodnionej aktywnosci. Tym bardziej jest to przekonujaca zaleznos¢ struktura-aktywnosé,
ze dla jonow Cu?* takie zjawisko strukturalne nie zostalo zaobserwowane i te uklady nie
wykazywaly takze aktywnosci biologicznej,

Analiz¢ drugorzedowej struktury peptydow i ich kompleksow, szczegdlnie w kontekscie
wplywu tejze struktury na dziatanie p/dropnoustrojowe badanych zwiazkéw (kalcytermina
str. 93, amylina, str. 144),

Okreslenie sposobu koordynacji alloferonéw wobec jonéw Zn?*. Peptydy te réznig si¢
jedynie jedng reszta aminokwasows, ale poniewaz jest to histydyna w pierwszej pozycii,
warunkuje ona realizacj¢ wiazania metalu w inny sposéb w warunkach pH fizjologicznego.
W alloferonie 1 jest to wigzanie typu histaminowego (N-koficowa grupa aminowa oraz atomy
azotéw imidazolowych His-1, His-6 i His-9) a His-12 nie jest zaangazowana w pierwsza sfere
koordynacyjna jonu metalu. Alloferon 2 z kolei koordynuje do jonéw Zn?* przez N-konicows
grupe aminows i wszystkie trzy dostepne atomy azotéw imidazolowych histydyn (His-4,
His-7 1 His-13).

Wykazanie wysokiej aktywnosci p/bakteryjnej i p/grzybiczej kalcyterminy i jej mutantéw,
dla ktérych dodatek jondéw metali warunkuje lub znaczaco wzmacnia dzialanie
p/drobnoustrojowe. Na podstawie poréwnania sposobu koordynacji i statych trwatosci
Doktorantka zasugerowala, ze mechanizm dzialania kalcyterminy jest mechanizmem opartym
na zmianach strukturalnych, ktére zachodza po zwiazaniu jonu metalu 1 stad wynika
pozytywny wplyw tychze jonéw na jej dzialanie.

Wedlug mnie rozprawa doktorska mgr inz. Doroty Dudek prezentuje znakomity poziom

naukowy, co zostalo potwierdzone faktem opublikowania uzyskanych wynikéw w pigciu artykutach w

bardzo dobrych czasopismach (cztery prace oryginalne i jedna typu perspective); tj. Inorganic Chemistry
(1 artykul, IF: 4,825), Journal of Inorganic Biochemistry (2 artykuly, 1F: 3,212 1 3,063), Dalton Transactions
(1 artykul, 1IF: 4,174), New Journal of Chemistry (1 artykul, IF: 3,069). Wyniki przeszly zatem juz

restrykeyjny proces oceny merytorycznej, dokonanej przez recenzentéw poszczegolnych artykuléw.

Tym niemniej w przedlozonej rozprawie Doktorantka nie ustrzegla si¢ paru bledéw czy raczej

uchybien, ktére z obowigzku recenzenta przytaczam ponizej. Kaliber tych uchybien jest bardzo maly

w stosunku do ogromu pracy wlozonej w przeprowadzenie prezentowanych badan oraz napisanie

rozprawy i nie wplywaja na moja bardzo wysoka ocene dysertacji, co pragne wyraznie podkreslic.

Sole nadchloranowe jonéw Cu?" i Zn?* byly zapewne solami uwodnionymi, a nie jak
Doktorantka podaje bezwodnymi (str. 42). W publikacjach mamy juz poprawna informacje
zatem w rozprawie jest to przeoczenie. Tym niemniej pracujac z solami nadchloranéw zawsze
nalezy pamigta¢ o tym, ze bezwodne sole sa ekstremalnie niebezpieczne i nalezy o tym
jednoznacznie wspomina¢, majac na uwadze fakt, Ze kto§ moze zechcie¢ odtworzy¢ wiernie
nasz eksperyment,

W Tabeli 1 Doktorantka pisze o doustnym sposobie podawania wankomycyny, podczas gdy
jest to antybiotyk podawany w praktyce jedynie dozylnie, ze wzgledu na niska biodostepnosc¢
po podaniu doustnym,
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Na str. 59 Autorka dyskutuje wykresy kompetycyjne komplekséw jondéw Zn?*
z alloferonami piszac o jednym kompleksie w calym zakresie pH, mysle, ze chodzilo jednak
o zestaw form kompleksowych,

Nie wiadomo do korica, w jakim elektrolicie byly prowadzone badania potencjometryczne.
W publikacjach mamy; KNOs (IC 2020, 59, 2527—2535), NaNOs (JIB 213, 2020, 111275),
NaClOyq (Dalton Trans., 2019, 48, 13740-13752) 1 KCIO4 (JIB 174, 2017, 150—1535), natomiast
w rozprawie Doktorantka pisze na str. 43, iz ‘ligandy przygotowywano w (...) sile jonowej
100 mM (KClOy)’. Ponadto, biorac takze pod uwage niska rozpuszczalnos¢ KClOs w wodzie,
zastanawiam si¢ czy to na pewno nie jest jednak blad.

Kolejna moja uwaga odnosnie miareczkowan potencjometrycznych dotyczy wyznaczenia
stalych protonacji 1 stalych trwalosci dla semenogelin. Przykladowo, Doktorantka wyznaczyla
dla SgIIA 17 stalych protonacji (a dla uktadu Cu?"-SgIIA 13 form kompleksowych). Jezeli
rozpatrzymy zakres pH 2.77-10.34 (dla stalych protonacji), to ile punktéw pomiarowych
przypada na jedng stala? Nalezaloby si¢ zastanowi¢, czy dla takich ukladéw nie sa jednak
potrzebne miareczkowania wigckszych objetosci ligandow, badZz pomiary ze zmniejszona
kropla. By¢ moze tak wiasnie byly prowadzone te badania, ale nie znalaztam o tym informacji
w czedci eksperymentalne;j,

Poprawne, 1 swoja droga bardziej czytelne, jest pisanie o przesuni¢ciach bato-
i hipsochromowych podajac obydwie warto$ci maksimum dlugosci fal na widmach
elektronowych, czyli ‘skad-dokad” mamy przesunigcie, tak jak jest do podane na stronie 120,
a nie tylko ‘dokad’, jak na str. 118,

Znalaztam kilka niefortunnych stwierdzen; ‘wartosci pH okolo fizjologicznej’ (str. 18), ‘cztery
miejsca ulegly juz deprotonacji’ (str. 75), ‘na widmach przeprowadzonych w pH 7.4° (str. 76),
‘w najbardziej zasadowych wartosciach pH’ (str. 84); i literéwek: ‘pozostale deprotonaci¢’
(str. 75).

Podsumowujac, z calym przekonaniem stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa

doktorska mgr inz. Doroty Dudek spelnia wymagania Ustawy z dn. 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 Poz. 595
z pozniejszymi zmianami). Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Wroclawskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Doroty Dudek do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage zakres prowadzonych przez
Doktorantke badan, ich interdyscyplinarno$¢ oraz opublikowanie rezultatow (5 publikacji o lacznym
IF 18,343, 9 doniesien konferencyjnych, w tym 4 prezentacji ustnych) majacych w mojej ocenie duzy

wplyw na rozwoj dyscypliny nanki chemiczne, wnioskuje o wyrdznienie niniejszej rozprawy.

”Tyanﬂq BV"M

ul. Borowska 211A  50-556 Wroctaw
T: +48 71784 03 30 F: +48 71 71 784 03 36 www.nieorganiczna.umed.wroc.pl



