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rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Joanny Krajewskiej pt. ,,Badania
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nowych zwigzkow z grupy
pochodnych boraheterocyklicznych i kwasow aryloboronowych™.

 RECENZIJA

Rozprawa doktorska Pani mgr farm. Joanny Krajewskiej
przygotowana zostata pod naukowym kierunkiem promotora, Pani dr hab.
Agnieszki E. Laudy na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym.
Doktorantka  podjela  tematyke  poszukiwai  nowych  lekdéw
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych oraz prob opracowania nowej
strategii oceny potencjatu selekcjonowania lekoopornosci wsrdd szczepow
bakteryjnych, strategii uzytecznej na wczesnym etapie badan
przedklinicznych in vitro. Autorka dysertacji wyraZnie zainspirowala sie
najwigkszym problemem wspotczesnej medycyny i biologii, notowang od
ponad dwoch dekad pandemig lekoopornosci wsrdd patogennych
drobnoustrojéw. Zjawisku utraty wrazliwosci a nabywania opornosci
towarzyszg doniesienia o malejgcej w leczeniu zakazen i zarazen
skutecznosci  znanych  antybiotykéw i chemioterapeutykow.,
Systematyczne raporty WHO i EUCAST publikujg alarmujgce raporty
mowigce o zgonach spowodowanych tymi przyczynami; blisko 5 min
zgonow w skali globalnej w 2019 roku z tendencjg wzrostowsg i szacowang
liczbg 10 min zgonéw rocznie do roku 2050. Srodowiska epidemiologdw
i mikrobiologéw juz méwig o poczatku ery poantybiotykowej. Na dzien
dzisiejszy liczba dostgpnych opcji terapeutycznych, ktore moglyby
zmieni¢ te niekorzystne trendy jest powaznie ograniczona, tak wiec
oczekiwania  $rodowiska medycznego | farmaceutycznego sg
jednoznaczne. Oczekuje si¢ wprowadzenia do terapii nowych skutecznych
i bezpiecznych lekéw przeciwdrobnoustrojowych lub  $rodkéw
przywracajgcych skuteczno$é juz znanych, W badaniach przedklinicznych
obserwuje si¢ wysokg liczbg zwigzkow o obiecujgcym potencjale
przeciwdrobnoustrojowym, — wigcznie  z  spelniajacymi  kryteria
innowacyjnosci WHO, jak zwiazki bgdgce centrum zainteresowania
Doktorantki. Jednak badania nad nimi generujg kolejne wyzwania — jak
wskaza¢ najlepszych kandydatéw do dalszych badan, klinicznych
i wdrozeniowych? Wynika z tego potrzeba podniesienia precyzji
zaawansowanych metod in vitre do okreslenia potencjatu kandydatéw na
leki przeciwdrobnoustrojowe do selekcjonowania lekoopornodcei jak tez
opracowania swoistych parametrow i metod ich oznaczania.

Przedstawiona powyzej problematyka zainspirowala Panig mgr Joanng
Krajewskq do podjgeia ambitnyeh badan w  kierunku poszukiwania
substancji przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczch migdzy zwigzkami
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chemicznymi nowymi pochodnymi zwigzkow boraheterocyklicznych i kwaséw aryloboronowych
oraz opracowanie nowej strategii oceny potencjalu selekcjonowania opornosci wiréd bakterii.

Odpowiedzig na wyzwania wynikajgce z opisanych powyzej zjawisk jest dyseriacja Pani
mgr Joanny Krajewskiej, kiora podjela si¢ ambitnego zadania przygotowania kolekcji
zwigzkéw chemicznych, zsyntetyzowania i oczyszczenia, a nasigpnie systematycznego ich
zhadania, a w kolejnym etapie opracowania oryginalnej metody oceny polencjalu
selekcjonowania przez zwiqzki przeciwdrobnoustrojowe opornosci wiréd szczepow
bakteryjnych, metody mozliwej do zastosowania na weczesnym etapie badan przedklinicznych
in vitro, w celu wskazania do dalszych badan zwigzku wysoce aktywnego, jak réwniez
w najmniejszym stopniu zwigzku generujgcego narastanie opornosci w czasie jego slosowania
w lerapii.

Badania stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej mgr J. Krajewskie)
przeprowadzono w Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej i Bioanalizy Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego we wspdlpracy naukowej z chemikami Politechniki Warszawskiej
w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki — grant OPUS16, projekiu
kierowanego przez Panig dr hab. Agnieszkg E. Laudy. Grupa badawcza Pani dr hab. A. Laudy
wyrdznia si¢ seriami bardzo dobrych publikacji z zakresu poszukiwan nowych Srodkéw
dezynfekujgcych i antyseptycznych oraz nowych lekow przeciwdrobnoustrojowych, co
w polgczeniu z publikacjami na temat mechanizmow lekoopornosci, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli pompy efluksowej tworzy kompleks tematyczny, ktéry pozwolil autorom
oglasza¢ wyniki w prestizowych periodykach indeksowanych w migdzynarodowych bazach
danych i uzyskaé wysokg pozycj¢ naukows. W takim srodowisku naukowym zostala
zrealizowana praca doktorska Pani mgr J. Krajewskiej.

Rozprawa doktorska mgr J. Krajewskiej zostala przygotowana w formie dysertacji
zlozonej z dwoch czescei, a kazda z nich z kilku rozdzialow. Pierwsza czgsC napisana zostala
w jezyku polskim, zgodnie z kanonem przyjetym na uniwersytetach, cz¢s¢ drugg stanowi
zestawienie czterech publikacji, trzech oryginalnych i jednej przegladowej, bgdacych podstawg
doktoratu. Publikacje ogloszone zostaty w latach od 2021 do 2023 w wysoko punktowanych
migdzynarodowych periodykach. W czterech z nich Pani mgr J. Krajewska jest pierwszym
autorem, w jednym drugim. Sumaryczna ich wartos¢ IF wynosi 18,542, a w punktacji MEIN
500,0. Calosciowo praca ma logiczny uklad i czyta si¢ ja ze zrozumieniem poszczegéinych
watkow badawczych.

Kompletny maszynopis liczy 230 stron. Cz¢$¢ pierwsza skiada si¢ z konwencjonalnych
czesci. Po stronie tytulowej przedstawiono Zrodfa finansowania badan z grantu NCN OPUS 16
oraz z Fundacji Rozwoju Diagnostyki i Terapii w Warszawie, miejsce realizacji projekiu,
i podzigkowania (lgcznie | strona), list¢ dorobku naukowego (3 strony), na ktdrg sklada si¢
wykaz czterech publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej (opisang powyzej),
w dalszym ciggu wszystkich innych publikacji wraz ze streszczeniami z doniesien
konferencyjnych migdzynarodowych (cztery), krajowych (cztery), informacje o udziale
w realizacji grantu NCN OPUS 16 w latach od 2019 do 2024 oraz o aktywnosci w Polskim
Towarzystwie Mikrobiologow, zaangazowaniu w organizacje XXIX Ogolnopolskiego Zjazdu
Naukowego PTM w Warszawie w 2021 r. Kolejne czgsci to ,Spis tresci” (1 strona), ,,Wykaz
stosowanych skrotow™ (2 strony), ,,Wstep™ (29 stron), ,Cel pracy” (2 strony), ,,Omdéwienie
wynikow i dyskusja” (17 stron), i nastgpujace po zestawieniu publikacji koncowe rozdziaty —



wPodsumowanie” (6 stron), ,,Wnioski” (2 strony), ,Bibliografia” (216 cytowanych pozycji na
I8 stronach), ,Opinie Komisji Bioetycznej (2 strony) i ostatni rozdzial ,O$wiadczenia
wspdlautorow publikacji” (19 stron).

Rozprawa zaczyna sig rozdzialem ., Wsigp", kiéry meryiorycznie jest bardzo dobrym
wprowadzeniem do dalszych czgsci rozprawy, integrujgcym obszary badawcze przedstawione
w kolejnych etapach badan. Czytelnik zwraca uwagg na rzetelne wprowadzenie w zlozong
problematykg poszukiwania nowych lekow, nowych grup zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowym
i wymagan statutowych na tle globalnego zjawiska pandemii lekoopornosci wiréd patogennych
bakterii. Autorka w akademicki sposéb poglebia t¢ tematyke o wyzwania wynikajgce ze
zjawiska minimalnego st¢zenia leku zapobiegajacego selekcji mutantéw dominujgcych (MPC-
D) i z drugiej strony na temat opornosci naturalnej (wrodzonej) duzych populacji bakterii
I grzybow, nabywania opornosci od innych drobnoustrojow w wyniku HTG, mutacji
spontanicznych i punktowych. Zjawiska te prowadza do selekcji mutantow
antybiotykoopornych podnoszgcych swa liczebnoéé w ogélnej populacji komérek tworzacych
antybiotykooporng subpopulacje. Wazny watek dotyczy wyznaczania parametru, tzw.
minimalnego st¢zenia zapobiegajgcego selekcji opornych mutantéw (MPC), zwlaszcza juz na
etapie wezesnych badan przedklinicznych kandydatéw na nowe leki przeciwbakteryjne, w celu
wskazania do dalszych prac aktywnych zwigzkéw; nie tylko zwigzkow o niskich wartoéciach
MIC, ale rowniez o najwgzszych zakresach ,okna selekcji mutantow”™ (MSW). Autorka
uwzglgdnita tez odmienng sytuacj¢ z pacjentami immunosupresyjnymi. Wskazuje, ze apel
WHO o koniecznosci poszukiwan nowych ograniczajacych narastanie opornosci schematow
dawkowania zawarty w raporcie pt. ,Globalne strategic WHO dotyczace ograniczenia
opornosci na Srodki przeciwdrobnoustrojowe™ jest wcigz aktualny, ze wcigz istnieje
koniecznoéé poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych przeciwdrobnoustrojowych.

W dalszej czgéci nastgpuje przeglad prac  badawczych nad nowymi lekami
przeciwdrobnoustrojowymi w XX i XXI wiekach, ze szczegblnym uwzglednieniem lekow
innowacyjnych pod wzgledem struktury, miejsc uchwytu, mechanizméw aktywnosci i in.
w latach od 2019 do 2021. Potrzeba przyspieszenia opracowywania nowych innowacyjnych
kandydatéw na leki zwrécila uwage Autorki na Zrédla takich substancji, m. in. na pochodne
zwigzkéw boraheterocyklicznych i kwasow aryloboronowych. Autorka opierajac si¢ na
dotychczasowej wiedzy wyszla z zaloZenia, ze bor bedac nieodzownym mikroelementem
w komérkach bakterii i grzybéw pelni rol¢ nie do kofica udokumentowana, ale nie niezbedna.
Brak toksycznosci boru oraz jego interesujace wlasciwosci sklonily Autorke do podjecia badan
nad zwigzkami boroorganicznymi w aspekcie ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, co
wigcej, nad przywracaniem skutecznosci antybiotykéw beta-laktamowych wobec bakterii
wytwarzajgcych inaktywujgce je enzymy. W dalszym ciggu nastepuje przeglad inhibitorow
boroorganicznych a takie o posredniej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, uzupetniony
o wyniki aktualnych badan przedklinicznych.

Uwage czytelnika zwraca znakomite przygotowanie Autorki przedstawiajgcej ze
znawstwem | interesujgco wiedzg¢ na poziomach mikrobiologicznym, biochemicznym
molekularnym i klinicznym. Rozdzial ten znakomicie integruje obszary badawcze
przedstawione w kolejnych etapach zlozonego projektu.

Cele pracy sformulowane w kolejnym rozdziale ,, Zalozenia i cele pracy” sq racjonalne,
logiczne i nie budzq wqtpliwosci pod wzglgdem przeslanek. Sg oryginalnym i wartosciowym



wkladem do nauki. Objely one: i) prace nad poszukiwaniem wsrdéd nowych pochodnych
zwigzkow boraheterocyklicznych i kwasow  aryloboronowych substancji
przeciwdrobnoustrojowych wykazujacych aktywnos¢ w stosunku do wielolekoopornych
drobnoustrojow, wybranych szczepow bakteryjnych i grzybéw drozdzopodobnych; ii)
wytypowanie nowych potencjalnych kandydatow na leki, albo nowych struktur wyjsciowych
do syntezy pochodnych aktywnych biologicznie; iii) opracowanie nowej strategii oceny
potencjalu selekcjonowania opornosci obserwowanej wsrod bakterii  przez zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe, strategii mozliwej do stosowania na wczesnych etapach badan
przedklinicznych in vitro, co ma na dalszym celu wskazaé¢ kierunek prac nad zwigzkami
aktywnymi przeciwdrobnoustrojowo i jednoczesnie w najnizszym stopniu generujgcymi
narastanie opornoéci w czasie ich stosowania w terapii. Autorka rozwingla przedstawione cele
ogdlne w kolejnym podrozdziale, w ktérym w punktach syntetycznie przedstawila cele
szczegblowe.

W kolejnym rozdziale ,,Omowienie wynikow i dyskusja™ (17 stron) Autorka w sposéb
syntetyczny opisala badania zaprezentowane w publikacjach stanowigcych podstawg
dysertacji; zestawienie ich stanowi kolejny rozdzial. Wyniki prezentowane w tych publikacjach
zostaly przedstawione nie w kolejnosci oglaszania, nie realizacji poszczegdlnych faz projektu,
ale w sposob lagczny i merytorycznie dobrze przemy$lany, z zachowaniem logiki ale
i dyscypliny cytowania wlasnych publikacji. Autorka uzyskala bardzo duzo oryginalnych
wynikéw sprawnie przedstawionych w zalgczonych publikacjach a skomentowanych
w rozdziale ,,Omdwienie wynikéw i dyskusja”. Recenzent zwraca uwagg na kilka waznych
aspektow i osiggnie¢: i) zbadanie 77 nowo skonstruowanych we wspolpracy z partnerami
chemikami z Politechniki Warszawskiej zwigzkoéw boroorganicznych (44 benzosiloksaboroli
i 33 kwasow aryloboronowych); ii) bardzo dobry dobdr szczepdw drobnoustrojow do badan,
27 przedstawicieli roznych grup zgodnie z zaleceniami EUCAST i amerykanskiej agencji
CLSI; iii) w badaniach wyeliminowanie efektu toksycznego badanych zwigzkow; iv)
w badaniach mechanizméw opornosci zwrécenie uwagi na udzial pomp efluks usuwajgcych
aktywny zwigzek z komorek MDR i hamowanie beta-laktamaz; v) wykonanie analiz zaleznodci
miedzy strukturg aktywnego zwiazku a silg oddzialywania synergistycznego nowych kwasow
aryloboronowych z beta-laktamazami; vi) opracowanie nowej metody wyznaczania gornej
granicy okna selekcji mutantéw (MSW) — wyznaczania potencjalu selekcjonowania opornosei
przez zwiazki przeciwdrobnoustrojowe.

Do szczegdlnie cennych osiagnigé nalezq: 1) wykazanie wysokiej bezpoéredniej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej dla 18 z 44 badanych benzosiloksaboroli wskazanych
jako innowacyjna grupa zwigzkéw o obiecujgcej aktywnosci przeciw ziarenkowcom gram-
dodatnim; 2) szczegblnie wysokiej aktywnosci przeciwgronkowcowej kwasu 2-fluoro-5-
trifluorometylo-1,3-fenylenodiboronowego; 3) pokazanie, 2e pochodne  kwaséw
aryloboronowych w liczbie 25 na 33 badanych mialy aktywnos¢ BLI (inhibitorow beta-
laktamowych) w wysokich stezeniach a 17 takze w niskich; 4) obiecujgce wlasciwosci kwasu
orto-fenylenodiboronowego; 5) synergii kilku badanych grup zwigzkéw; 6) propozycja nowych
parametrow in vitro charakteryzujgcych potencjal zwigzkéw do selekcjonowania opornosei;
7) opracowanie nowej metody otrzymywania inokulum bakteryjnego o wysokiej ggstosci.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke majq bardzo wysokq wartodé naukowq. Sq to
powazne osiggnigcia wnoszqce cenne informacje w nurcie badan poszukujgcych nowych lekow
przeciwdrobnoustrojowych w dobie narastajqcej lawinowo w skali globalnej lekoopornosci
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i obnizania skutecznosci terapeuiycznej stosowanych lekow. Obok wartosci naukowych,
zaréwno wartosci aplikacyjne jak | wskazanie orvginalnych kierunkéw badan sq dodatkowymi
wartosciami dysertacyi.

Kolejnym rozdzialem nr 8 po prezentacji opublikowanych artykuléw jest
wPodsumowanie” (6 stron) przedstawiajace w zwigzlej formie uzyskane wyniki i komentarze
podzielone sprawnie na dwa podrozdzialy obejmujace: i) poszukiwania nowych zwigzkéw
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, gdzie w 7 akapitach Autorka tlumaczy i wyjasnia
znaczenie uzyskanych wynikéw; i podobnie ii) prace nad nowym podejéciem do oceny
potencjalu do selekcjonowania opornosci bakterii  przez zwigzki przeciwbakteryjne,
analogicznie w 5 akapitach,

Kolejne rozdzialy to nr 9 ,Wnioski”, zawierajacy w formie zwiezlej sformulowane
w 5 punktach konkluzje wynikajace z osiggnigtych wynikéw oraz rozdziat 10 ,,Bibliografia™
obejmujacy 216 pozycji na 18 stronach, w przewazajacej liczbie ogloszonych w ostatniej
dekadzie. Jest to dowodd bardzo dobrego przygotowania Autorki do przeprowadzenia
planowanych badan.

Koncowy rozdzial 11 przedstawia opinie komisji bioetycznej wymagane do realizacji
projektu.

Strona edytorska i jezykowa. Oceniana praca zostala przygotowana bardzo starannie.
Tekst jest napisany przejrzystym jezykiem, zdania sa pelne i zréwnowazone. Liczne ryciny
i tabele zawarte sa w kopiach publikacji stanowiacych odrebny rozdzial 7 dysertacji, natomiast
pokazana we ,Wst¢pie” Rycina 1, str. 19 i 20, przygotowana w oparciu o 19 publikacji
(cytowanych w rozdziale ,,Bibliografia™) zwraca pozytywng uwage swa oryginalnoscia i obfita
trescig. Wszystkie ryciny s pokazane w atrakcyjnych formach przyciagajacych uwage.
Czytanie pracy budzi zainteresowanie czytelnika.

W czasie obrony recenzent zainspirowany pozytywnie projektem Pani mgr Joanny
Krajewskiej bedzie cheiat uzyskaé od Doktorantki dodatkowe informacje nt. synergistycznych
mechanizmow oddziatywan zbadanych zwigzkéw, na podstawie wlasnych doswiadczen a takze
teoretycznych symulacji i prognoz oddzialywan z przedstawicielami znanych grup
antybiotykow, chemioterapeutykow i sulfonamidéw. Obok powyzszych uwag recenzent
przedstawia dodatkowe spostrzezenia. Z racji obowigzku wskazuje blad merytoryczny na str.
18, cyt. . komorka macierzysta”; recenzent bedzie oczekiwal wyjasnienia, prawidlowego
nazewnictwa komorek. Ponadto znajduje szereg uchybien: i) zjawiska policzalne nie okresla
sig stowami ,,ilos¢” lecz ,liczba™, i nie ,mata” czy ,duza” lecz ,niska”, ,,wysoka™; ii) poziom
nie ,zwigkszony” lecz ,,podniesiony”, zwigzek nie ,zwigksza” lecz ,,podnosi” aktywnosé, itp.
W podsumowaniu opisu tej czesci dysertacji recenzent stwierdza, ze wykazane uchybienia
natury redakcyjnej nie wplywajq na wartosé meryioryczng dysertacji, ani na calosciowg
wysokg ocene recenzenta.

Podsumowanie. Oceniajac przedstawiony w dysertacji oryginalny dorobek naukowy
Pani mgr farm. Joanny Krajewskiej recenzent stwierdza, e jest to dorobek solidny, wynikajacy
z ambitnej, odwainej i bardzo dobrej koncepcji oraz uzyskany prawidtowo dobranymi
metodami badawczymi. Uzyskano bardzo dobre wyniki stanowigce nowos¢ naukows i co
wigcej wyznaczajgce nowe kierunki badan i aplikacji. Spostrzezenia te jednoznacznie wskazuja
na wysokie kwalifikacje Doktorantki. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala



wykonana i zredagowana zgodnie z przyj¢tym kanonem uniwersyteckim i spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz. U. 2023
poz. 742).

Niniejszym recenzent wnosi do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr
Joanny Krajewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz o wyrdZnienie
przedstawionej rozprawy doktorskiej. Uzasadnienie j[st zalgczone.

| t 4 I

Krakéw, 20 marca 2024 + f' U ‘W‘b‘rr‘"““”'""'"'“

Uzasadnienie
wniosku o wyrdinienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Krajewskiej

Rozprawa doktorska pt. ,Badania aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowej nowych
zwigzkéw z grupy pochednych boraheterocyklicznych i kwaséw aryloberonowych™
zashuguje na wyréznienie z nastgpujacych powoddw:

1. Rozpoznanie wagi, opisanie i przyjecie jako wyjéciowego stanowiska zjawiska
narastania lekoopornoéci wéréd patogennych drobnoustrojéw i odwazne
sformutowanie projektu badawczego.

2. Podjecie systematycznych badaf, w pierwszej fazie wspolpracy ze specjalistami z
Wydzialu Chemii Politechniki Warszawskiej w zakresie syntezy zwigzkoéw
chemicznych, a potem badaf ich aktywnosfci biologicznych; badah dobrze
zaprojektowanych z doborem wlaéciwie dobranych metod rekomendowanych przez
EUCAST i CLSL

3. Uzyskanie bardzo interesujgcych wynikéw - kolekcji nowych zwigzkow
chemicznych aktywnych biologicznie przeciwdrobnoustrojowych, co wigcej
otwierajgcych nowe kierunki badan.

4, Wartoéci aplikacyjne pokazujgce perspektywe wprowadzania nowych lekéw
przeciwdrobnoustrojowych w czasie globalnego zjawiska narastania lekoopornosci
wiéréd patogennych drobnoustrojéw i utraty skutecznosci terapii.

5. Propozycja nowych parametrow in vitro charakteryzujacych potencjat zwigzkéw do
selekcjonowania opornogci.

6. Opracowanie nowej metody otrzymywania inokulum bakteryjnego o wysokiej
gestosci. \ i LT P
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