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Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) juz dzisiaj ostrzega, ze oporno$é przeciwdrobnoustrojowa
jest jednym z najwiekszych zagrozen dla globalnego zdrowia, bezpieczenstwa zywnosciowego i
rozwoju. Opornos$¢ przeciwdrobnoustrojowa moze dotkng¢ kazdego, w kazdym wieku i w kazdym
kraju. Prowadzi ona do dtuzszych pobytéw w szpitalu, wyzszych kosztéw leczenia i zwiekszonej
Smiertelnosci. Dlatego tak wazne jest poszukiwanie nowych, skutecznych sposobdéw walki z
opornymi drobnoustrojami. Wyksztatcajg one coraz to nowe mechanizmy obronne, skutecznie
,uciekajgc” przed dotychczas opracowanymi lekami. Dlatego ciggle przybywa drobnoustrojow
opornych na dziatanie wszelkich antybiotykéw. Szybkie tempo wzrostu opornosci moze
doprowadzi¢ do sytuacji, w ktérej leczenie chorych bedzie bardzo utrudnione, gdyz nie bedzie
skutecznych lekéw. W przyszto$ci moze dojs¢ do groznych epidemii bakteryjnych czy wirusowych,
wobec ktérych medycyna bedzie bezsilna, czego doskonatym przyktadem jest obecnie panujgca
epidemia SARS-CoV2. Dlatego poszukuje sie nowych metod walki z drobnoustrojami. Jedng z
obiecujgcych klas zwigzkéw sg peptydy przeciwdrobnoustrojowe, na ktére przewaznie
drobnoustroje nie wykazujg opornosci. Tg klasg zwigzkow zdecydowata sie zajg¢ mgr inz. Dorota
Dudek. Postanowita w swojej pracy sprawdzi¢ dziatanie peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w
obecnosci jondw metali Zn?* i Cu?*. Problem badawczy postawiony w jej pracy doktorskiej dotyczy
oceny wptywu obecnosci tych jonéw metali na zwiekszong lub zmniejszong aktywnosc¢ biologiczng
w korelacji z wtasciwosciami fizykochemicznymi kompleksow peptyd-jon metalu. Przedstawiona mi
do recenzji praca doktorska odpowiada na obecne potrzeby ludzkosci, co w mojej opinii w petni
uzasadnia celowosc jej realizaciji.

_ Rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. inz. Magdaleny Rowinskiej-
Zyrek na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego w ramach projektu NCN SONATA BIS 7.
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Catos¢ rozprawy obejmuje 183 strony maszynopisu. Praca doktorska podzielona jest na 5
gtéwnych rozdziatéw (ij. wstep, cel pracy, opis eksperymentéw, wyniki i dyskusja oraz literatura).
Rozdziaty te poprzedza wykaz uzywanych skrotow oraz krotkie wprowadzenie. Na koncu znajduje
sie rozdziat podsumowujacy i opisujgcy perspektywy rozwoju tematyki pracy doktorskiej a takze
spis rysunkow i tabel, wykaz dorobku naukowego mgr inz. Dudek oraz 5 dotgczonych publikacji
naukowych wspotautorstwa Doktorantki, scisle zwigzanych tematycznie z jej rozprawg doktorska.
Spis pismiennictwa obejmuje 205 pozycji uwzgledniajgcych petne dane bibliograficzne. W pracy
umieszczono kilkanascie tabel, kolorowych rysunkéw oraz widm UV-Vis, MS, CD i NMR, ktore
znacznie ufatwity zrozumienie przedstawionych wynikéw. Praca ma ukfad typowy dla prac z
zakresu chemii. Praca jest bardzo estetyczna oraz jest napisana bardzo dobrg polszczyzna.
Jedynie dwa nastepujgce stowa budzg moje watpliwosci tj. str. 35 ,Kalgranulina C jest
ekspresjonowana” zamiast ulega ekspresji oraz ,reszty histydylowe sg uprotonowane” zamiast sg
sprotonowane. Moje watpliwosci budzi réwniez nazywa grupy peptydéw AMP - ,proteginy” zamiast
protegryny.

Na poczatku lektury pracy doktorskiej uwage przyciggajg podzickowania, ktore Doktorantka
zamiescita na poczatku swojej dysertacji. Po ich lekturze, widaé, ze jest Swiadoma, iz jej praca
powstata dzieki wspotpracy, pomocy, wsparciu innych ludzi oraz ze praca w dobrej, dynamicznej i
inspirujgcej atmosferze jest niezwykle wazna dla mtodego naukowca a wartosci te bedzie
pielegnowata w przysziosci i zaszczepi je swoim przysztym wspotpracownikom.

W rozdziale pierwszym zatytutowanym ,Wstep” Doktorantka wprowadzita czytelnika w
tematyke peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMP) i cho¢ istnieje bardzo duzo opracowan na
ten temat to rozdziat ten przeczytatam z duzym zainteresowaniem. Doktorantka postarata sie ujgé
najSwiezsze informacje na temat klasyfikacji, mechanizmu dziatania, mechanizmy opornosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec AMP oraz zastosowania ich w medycynie. Bardzo podoba mi sie
graficzne przedstawienie klasyfikacji AMP ze wzgledu na r6zne parametry. Nieco rozbawito mnie
umieszczenie, w klasyfikacji AMP wzgledem celu dziatania przeciwdrobnoustrojowego, dziatanie
plemnikobojcze. To tak jakby plemniki byly ,niedobrymi” drobnoustrojami, ktére nalezatoby
zwalczaé. W rozdziale tym Doktorantka opisata rowniez role jonow metali w aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej do ktorej nalezg np. tzw. odpornos¢ odzywcza czy zmiana wtasciwosci
fizykochemicznych peptyddw i przez to wzmocnienie ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. W
ostatniej czesci tego rozdziatu znalazt sie rowniez szczegotowy opis czterech grup peptydow AMP,
bedgcych gtéwnymi obiektami badawczymi Doktorantki. Nalezg do nich: alloferony, kalcyterminy,
semenogeliny oraz amyliny.

W nastepnym rozdziale mgr inz. Dorota Dudek przedstawita cel gtéwny swojej pracy,
ktérym bylo zrozumienie chemii bionieorganicznej komplekséw Zn?" i Cu?* z wybranymi
peptydami przeciwdrobnoustrojowymi oraz ocena wptywu obecnosci tych jonéw na
wilasciwosci fizykochemiczne i biologiczne tych peptydéw. Wybrane przez Doktorantke
peptydy AMP zostaty juz wczesniej opisane w literaturze.

Kolejny gtéwny rozdziat rozprawy doktorskiej zatytutowany zostat ,Opis eksperymentéw” i
zawiera opis metod oraz procedur analitycznych stosowanych przez Doktorantke. W mojej opinii

Katedra Chemii tel. +48 58 523 50 37 ul. Wita Stwosza 63 www.chemia.ug.edu.pl
Biomedycznej e-mail: s.rodziewicz-motowidlo@ug.edu.pl 80-308 Gdansk



" .
03 Uniwersytet
(& Gdanski

Pani mgr inz. Dudek zastosowata witasciwe metody i procedury wymagane od chemika
zajmujgcego sie chemig bioorganiczng i analizg fizykochemiczng komplekséw peptyd-jon metalu.
Wszystkie procedury dotyczgce charakterystyki spektralnej (UV-Vis, CD, 1 i 2D NMR oraz MS),
potencjometrycznej i mikroskopowej (AFM) badanych zwigzkéw zostaty szczegotowo opisane oraz
nie budzg moich watpliwosci. W tej czesci rozdziatu Doktorantka opisata rowniez bardzo ogodinie
metody stosowane podczas przeprowadzania badanh biologicznych. Badania te zostaty wykonane
we wspotpracy z dr inz. Agnieszkg Materg-Witkiewicz na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Ostatni rozdziat dysertacji zostat zatytutowany ,Wyniki i dyskusja”’. Rozdziat ten zostat przez
Doktorantke podzielony na cztery zasadnicze podrozdziaty. Kazdy z nich dotyczy innej grupy
peptyddéw, opisanych wczesniej we Wstepie. W pierwszej grupie badanych zwigzkéw znajdowaty
sie dwa peptydy alloferon 1 i 2, w drugiej grupie kalcytermina oraz jej trzy analogi, w trzeciej grupie
badanych zwigzkéw znajdowaly sie trzy peptydy semenogelinowe a w ostatniej amylina szczurza i
jej analogi. Dla kazdej grupy peptyddw wykonane zostaty podobne badania tj. (i) okreslenie
stechiometrii komplekséw peptyd-jon metalu, (ii) wyznaczenie statych protonacji ligandéw, (iii)
obliczenie statych tworzenia komplekséw jondéw Zn?* i Cu?* z peptydami, (iv) identyfikacja atomdéw
donorowych biorgcych udziat w wigzaniu jonu metalu w funkcji zmiany pH, (v) badania
konformacyjne CD (jedynie dla kalcytermin i amylin) dla wolnych peptydéw oraz w kompleksie z
jonem metalu, (vi) badania obrazowe AFM dla fibryli utworzonych przez amyliny oraz (vii) badania
mikrobiologiczne i cytotoksycznosci wobec komérek ludzkich. Najwazniejszym wynikiem
uzyskanym przez Doktorantke jest pokazanie, ze najbardziej skutecznymi sposobami koordynacji
jondw Zn2* i Cu?* sg: (i) histaminowy sposob koordynacji, w ktorym udziat bierze N-koncowa grupa
aminowa oraz grupa imidazolowa pierwszej reszty histydylowej, (ii) koordynacja typu 4N przez
wolng grupe aminowg i 3 azoty imidazolowe oraz (iii) koordynacja 3N lub 4N przez znajdujace sie
w niektérych ligandach charakterystyczne motywy (HXXXH lub HXH...HH...HH). Ze wszystkich
przebadanych ukfadoéw peptyd-jon metalu najciekawsze wyniki badan biologicznych Doktorantka
uzyskata dla kalcyterminy i jej analogéw. Zwigzki te swoje dziatanie przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybicze osiggajg najprawdopodobniej w wyniku lokalnej zmiany tadunku i/lub struktury.
Bardzo interesujgce okazaty sie rowniez wyniki badanh przeciwgrzybiczych dla kompleksu
pramlintyd-Zn?*. Doktorantka pokazata ze najprawdopodobniej za wtasciwosci przeciwgrzybicze
odpowiedzialne sg zmiany strukturalne peptydu, prowadzgce do formowania sie struktur
fibrylarnych. Niestety nie udato sie Doktorantce uzyskac niektérych wynikéw badan biologicznych
zgodnych z wczesniej opisanymi w literaturze, co najprawdopodobniej wynikato z rdznic
metodologicznych pomiedzy badaniami.

Opisane eksperymenty, ich analiza i ptyngce z badan wnioski zostaty juz wczesniej poddane
ocenie recenzentdw w czasopismach w ktérych zostaty opublikowane. Stad moja rola jako
recenzenta jest znacznie utatwiona. Uwazam, ze cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata
dobrze zaplanowana a prezentacja i omowienie wynikdw sg przeprowadzone poprawnie. Ponizej,
z obowigzku recenzenta, wymienitam najwazniejsze pytania oraz drobne uwagi dotyczgce
dysertaciji:
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1. Str. 58. Czy planowane sg inne badania biologiczne dla alloferonu 1 i 2 w kompleksach
z jonami metali np. przeciwnowotworowe czy przeciwwirusowe? W literaturze naukowej
opisano szereg bardzo ciekawych wtasciwosci biologicznych tych peptydéw a uzyskane
przez Doktorantke wyniki pokazaty brak aktywnosci przeciwbakteryjnej i
przeciwgrzybiczej. By¢ moze nalezatoby poszerzy¢ zakres badan biologicznych?

2. Czy dla badanych uktadéw sprawdzana byfa stabilnos¢ peptydow i kompleksow peptyd-
jon metalu w warunkach eksperymentu biologicznego? By¢é moze niektore peptydy
ulegaty degradacji w stosowanym medium i stgd nie byt widoczny ich efekt biologiczny.

3. Str. 61. Prosze o wyjasnienie czy nazwane w pracy doktorskiej peptydy: mutant H9A,

H11A oraz H13A to naturalne mutanty biatka z ktérego powstajg kalcyterminy czy sg to

analogi kalcyterminy?

Str. 94. Dlaczego dla zadnego badanego ukfadu nie okreslono wartosci MBC/MFC?

Doktorantka identyfikowata atomy donorowe w wigzaniu jonu metalu w funkcji pH. Jak

ten eksperyment odnosi sie do warunkdéw panujgcych podczas eksperymentu

biologicznego? Jakie byto pH medium ? Czy wzrost bakterii nie powodowat zmian pH w

srodowisku a tym samym zmian w sposobie wigzania jonu metalu badanego peptydu?

6. Doktorantka napisata, ze struktury fibrylarne, prawdopodobnie niszczg komorke
grzybiczg w sposob przypominajacy ,naktucie igta”. Prosze o wyjasnienia na czym
polega to zjawisko? Wedtug mojej wiedzy fibryle mogg tworzy¢ oligomery w btonie
komérkowej, przypominajgce pory, przez ktére zawarto$¢ komorki moze wyptywac na
zewnatrz. Natomiast dojrzate fibryle peptydowe mogg ograniczaé swobodny dostep
substancji odzywczych do komorki i prowadzié¢ do jej obumarcia.

7. W pracy doktorskiej znalez¢ mozna piekne struktury komplekséw peptyd-jon metalu. W
jaki sposéb zbudowane zostaty takie kompleksy. Jak obliczona zostata struktura tych
komplekséw?

8. Czy w literaturze znane sg inne przyktady ,antyfibrylarnego” dziatania jonéw Cu?* na
inne peptydy/biatka niz amyliny?

9. Jakiego rodzaju struktury wg Doktorantki mogg sie kryé w ,sferycznych oligomerach”
widocznych na zdjeciach AFM pramlintydu?

ok

Przytoczone uwagi krytyczne recenzowanej pracy doktorskiej nie majg istotnego charakteru i nie
podwazajg w zadnej mierze wysokiej wartosci rozprawy i mojej bardzo pozytywnej jej oceny.
Reasumujgc, uwazam, ze cele pracy zostaty w petni zrealizowane. Rozprawa doktorska mgr inz.
Doroty Dudek to bogaty, solidny i wartosciowy materiat dodwiadczalny. Kandydatka wykazata sie
ponadto znajomoscig kilku réznorodnych technik eksperymentalnych, ktére z powodzeniem
stosowata do petnego zrozumienia badanych procesow. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz
uzyskane wyniki badan opublikowane zostaty w 5 publikacjach. Na opublikowany dorobek mgr inz.
Doroty Dudek tgcznie sktada sie 12 artykutdw opublikowanych w czasopismach indeksowanych w
JCR oraz 2 artykuty znajdujgce sie w recenzji. Jest to ponadprzecietny dorobek publikacyjny jak na
tak mtodego adepta nauki.

Uwazam, ze tematyka pracy jest bardzo interesujgca, czesC¢ doswiadczalna pracy
doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a wyniki zinterpretowane poprawnie. Reasumujgc,
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uwazam, ze cele pracy zostaty w petni zrealizowane. Rozprawa mgr inz. Doroty Dudek zawiera
bogaty, solidny i wartosciowy materiat doswiadczalny. Biorgc pod uwage powyzsze fakty
stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z artykutem 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65,
poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011r. Nr 84,
poz. 455). W tym odniesieniu wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr inz. Doroty Dudek do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki chemiczne.

Ponadto, majgc na wzgledzie wkitad pracy Doktorantki w prace nad badaniem wptywu
jonéw metali na strukture wybranych peptydéw AMP i ich wlasciwosci biologiczne oraz doskonaty
dorobek publikacyjny (5 publikacji tematycznie zwigzanych z rozprawg doktorskg) zwracam sie
jednoczesnie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyréznienie tej rozprawy.
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