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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Krajewskiej

pt.: ,Badania aktywnoséci przeciwdrobnoustrojowej nowych zwigzkoéw z grupy
pochodnych boraheterocyklicznych i kwaséw aryloboronowych”

Przedlozona do recenzji praca doktorska zostata wykonana przez mgr Joanne Krajewska
w Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej i Bioanalizy Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem dr. hab. Agnieszki Laudy.

Podj¢ta w dysertacji tematyka jest aktualna i uzasadniona ze wzgledu na narastajacy
opormnos¢  drobnoustrojow i posigpujacg utrate skutecznodci dostepnych antybiotykow i
chemioterapeutykow, stanowigcych powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Konieczne
s3 zarowno dzialania prowadzace do spowolnienia zjawiska narastania opornosci na znane leki
przeciwdrobnoustrojowe (m. in. opracowanie schematéw dawkowania ograniczajacych
selekcje lekoopornych mutantéw) jak i poszukiwanie nowych substancji leczniczych
aktywnych wobec wielolekoopomych drobnoustrojow, zwlaszcza tych ujetych na listach
patogendw priorytetowych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO).

Podstawa ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora w dyscyplinie nauk
farmaceutycznych jest spojny tematycznie cykl 5 wieloautorskich prac (1 przegladowa i 4
oryginalne, liczba wspdtautordw od 2 do 10) opublikowanych w latach 2021 — 2023. Wszystkie
prace zostaly wydane w trybie ,,open access”. Sumaryczny impact factor dla tych prac wynosi
18,542 wg bazy Web of Science i odpowiada 500 pkt. wg wykazu ministerialnego, co $wiadczy
o wysokim poziomie zrealizowanych badan. Liczba cytowan prac (bez autocytowan) jest niska
i wynosi wg bazy Web of Science 4, ale od publikacji pierwszych wynikow minely niecale trzy
lata. Godnym podkreslenia jest fakt, ze Doktoranta w czterech pracach jest pierwszym autorem,
co wskazuje na znaczny wkiad Pani mgr Joanny Krajewskiej w ich powstanie oraz znajduje
potwierdzenie w opisach udzialu Autorki w wykonanych badaniach zamieszczonych w

recenzowanej rozprawie jak i oswiadczeniach wspélautoréw prac. Pani mgr Joanna Krajewska

Katedra | Taklad Chemil Nleorganiczne), Wydzlal Farmaceutycany
Al Hallera 107, 80-416 Gdanhsk | 58 349 14 88 | wojciech kamysz@gumed.edu.pl



ald o +eb

GDANSKI
UNIWERSYTET
MEDYCINY

e Lamescl sl
B

nfoBgumed.edupl

ol M Skbpcioresichej-Cune o
B0-210 Goaorak

byta gléwnym wykonawcg zadan badawczych z zakresu mikrobiologii (publikacje PO1-P04),
uczestniczyla: w opracowaniu koncepcji prac (P1, P02-P04), w przygotowaniu pierwszej jak i
finalnej wersji manuskryptow (P1, PO1-P04), w opracowaniu i interpretacji wynikéw badan
mikrobiologicznych (PO1-P04),

Publikacje wchodzace w sklad rozprawy poprzedzone s3 65-stronnicowym
opracowaniem zawierajacym nastgpujgee rozdzialy: Zrodia finansowania, dorobek naukowy,
streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, wstgp, zaloZenia i cele pracy, omdowienie
wynikow i dyskusja, zalgczniki zawierajgce pelne teksty publikacji bgdacych podstawa
ubiegania si¢ o stopien doktora. Kolejne rozdzialy zawierajg: podsumowanie, wnioski,
bibliografie, opinie komisji bioetycznej i oéwiadczenia Doktorantki oraz wspotautoréw o ich
wkladzie w powstanie prac bedacych podstawg ubiegania sig o stopien doktora.

We wstepie Pani mgr Joanna Krajewska porusza problem narastajgce)
wielolekoopornosci wérdd  patogendw i potrzebg poszukiwania nowych antybiotykéw i
chemioterapeutykow. Jednoczeénie zwraca uwage na brak parametrow okreslanych we
wezesnych  etapach  badan  przedklinicznych in  vitro  substancji o  dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym, ktore pozwalalyby precyzyjnie przewidzie¢ zakres stgzen, w
ktorym moze dochodzi¢ do selekcji opornych mutantow w warunkach in vive. We wstgpie
Doktorantka opisuje rowniez bor i jego zwigzki wykorzystywane w medycynie. Ta czgsC pracy
jest napisana jasno i klarownie, w sposob wyczerpujgcy wprowadza w zagadnienia zwiagzane z
tematyka rozprawy doktorskiej. W kolejnej czgéci opracowania Doktorantka przedstawila cel
pracy. w ktérym okreslita w zwiezly sposob zamierzenia badawcze, tj. poszukiwanie nowych
pochodnych boraheterocyklicznych i kwaséw aryloboronowych wykazujgcych aktywnosé
wobec bakterii i grzybow drozdzopodobnych oraz opracowanie nowego podejscia do oceny
potencjalu selekcjonowania opornosci wsrod szczepéw bakieryjnych przez zwigzki
przeciwbakteryjne, mozliwego do zastosowania na wczesnym etapie przedklinicznych badan
in vitro.

W pierwszej publikacji (P1) Pani mgr Joanna Krajewska dokonala przegladu
oryginalnych lekow przeciwbakteryjnych zarejestrowanych przez Europejska Agencje ds.
Lekdw po publikacji listy patogenow priorytetowych przez WHO w 2017 roku. Ta praca
bardzo dobrze charakteryzuje najnowsze leki przeciwbakteryjne i ukierunkowuje badania
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podjete przez Doktorantkg na najistotniejsze potrzeby w poszukiwaniach nowych substancji
przeciwbakteryjnych.

W recenzowanej dysertacji Doktorantka poszukiwala nowych substancji
przeciwdrobnoustrojowych wséréd 77 nowych zwigzkéw, w tym benzosiloksaboroli i
pokrewnych heterocykli o rozszerzonym pierScieniu (44 zwiazki, publikacje P01 i P02) oraz
kwasow  aryloboronowych (33  zwigzkow, publikacja P04). Benzosiloksaborole
benzenosulfonianowe oraz sulfonamidowe wykazywaly aktywnosé przeciwgronkowcows i
przeciwenterokokowg poréwnywalna lub wyzsza niz aktywnoéé linezolidu (takze wobec
klinicznych szczepow MRSA). Kluczowe znaczenie dla uzyskania wysokiej aktywnosci
benzosiloksaboroli wobec ziarenkowcéw Gram-dodatnich miata obecnosé w czasteczce
ugrupowania benzenosulfonianowego (publikacja P01) lub sulfonamidowego (publikacja P02),
a na wzrost ich aktywnosci wplywala obecno$é w pierscieniu benzenowym podstawnika chloru
lub grupy trifluorometylowej w pozycji para, obu tych podstawnikéw lub dwaich atoméw
chloru w pozycji para i meta lub trzech grup metylowych w pozycji 2, 4 i 6 (publikacja P01).
Z kolei zwigzki boraheterocykliczne o rozszerzonym pierscieniu nie wykazywaly aktywnosci
przeciwbakteryjnej (publikacja P02). Doktorantka wykazala rowniez, ze aktywnosé
bezosiloksaboroli wobec ziarenkowcéw Gram-dodatnich wynika najprawdopodobniej z ich
wigzania si¢ z syntetazg leucylo-tRNA (publikacja P02). Uzyskane przez Doktorantke wyniki
zachgcajg do projektowania kolejnych zwigzkéw o dzialaniu przeciwbakteryjnym w oparciu o
struktury benzosiloksaboroli.

Ponadto Pani mgr Joanna Krajewska wykazala, ze badane beznzosiloksaborole nie
wykazujq istotnej aktywnosci wobec grzybdw drozdzopodobnych ani bakterii Gram-ujemnych
(publikacje P01 i PO2), a zwigzki boraheterocykliczne o rozszerzonym pierécieniu nie byly
aktywne wobec badanych szczepéw bakterii (publikacja P02).

W czwartej z prac (P03) wchodzacej w sklad cyklu Doktorantka przedstawila badania
w ramach ktorych opracowala: (1) nowe parametry in vitro do wyznaczania gérnej granicy okna
selekcji mutantéw (MSW), tj. parametr MPC-D (odnoszacy si¢ do tzw. dominujacych
mutantow o wysokim potencjale selekcjonowania takze in vive) oraz parametr MPC-F
(odnoszqcy sig do mutantow o obniZzonej sprawnosci); (2) nowg metodg rozcieniczen w bulionie

do wyznaczania wartosci MPC-D i MPC-F (3) oraz nowa, wiclostopniowg metode
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otrzymywania inokulum bakteryjnego o wysokiej ggstodei (=10'" CFU/ml), zwigkszajacego
precyzje wyznaczania zaproponowanych parametrow.

W ostatniej (P04) z publikacji wchodzacych w sktad cyklu Pani mgr Joanna Krajewska
przedstawila badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej kwaséw aryloboronowych, sposrod
ktorych  najbardziej aktywne wobec gronkowcow i enterokokdw byly: kwas 2-
merkaptofenyloboronowy oraz kwas 2-fluoro-5-trifluorometylo-1,3-fenylenodiboronowy.
Ponadto kwasy fenylenodiboronowe wykazywaly wysoka aktywnos¢ jako inhibitory enzymow
typu KPC/AmpC, nie wykazujac jednoczesnie aktywnosci cytotoksyczne) w zakresie stgZen, w
ktorym obserwowano ich aktywnosé przeciwbakteryjng. Wyniki przeprowadzonych przez
Doktorantke badan wskazuja iz kwasy fenylenodiboronowe sa obiecujgcymi strukturami
wyjsciowymi do projektowania inhibitoréw P-laktamaz bakterii Gram-ujemnych, zwlaszcza
enzymow typu KPC.

Dorobek naukowy Doktorantki obejmuje 6 publikacji i 8 doniesien na konferencjach
krajowych i migdzynarodowych (1-komunikat ustny, | poster i 6 e-posterow). Ponadto
Doktorantka uczestniczyla w realizacji projektu badawczego NCN w programie OPUS i jest
czlonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.

Podsumowujac moja recenzje stwierdzam, e praca zawiera istotne elementy nowosci
naukowej: wykazano, ze benzosiloksaborole benzenosulfonianowe i sulfonamidowowe moga
byé postrzegane jako potencjalne zrodio nowych lekow aktywnych wobec priorytetowych
ziarenkowcow Gram-dodatnich, a kwasy fenylenodiboronowe sg interesujgcymi strukturami
wyjéciowymi do syntezy nowych inhibitoréw f-laktamaz typu KPC/AmpC. Wykazano takze,
iz wartosci zaproponowanego parametru MPC-D mogg by¢ nizsze, bardziej powtarzalne in
vitro i lepiej odtwarzalne in vivo niz wartosci MPC, co moze usprawnic badania przedkliniczne
kandydatéw na nowe leki przeciwbakteryjne oraz ulatwi¢ opracowanie nowych,
ograniczajgcych narastanie opornosci schematow dawkowania.

Z pelnym przekonaniem uznajg, Ze oceniana przeze mnie praca spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. ~ Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (aktualne odniesienie do ustawy - tekst jednolity: Dz. U. 2023
r. poz. 742) i wnosze do Rady Dyscypling Nauk Farmaceutycznych Warszawskicgo
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Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Joanny Krajewskiej do dalszych etapow
postgpowania doktorskiego.

Biorgc pod uwage bardzo duzy wklad wlozony w przygotowanie pracy, zakres i jakosé
przeprowadzonych badan oraz wartos¢ wynikow zawartych w recenzowanej pracy wnioskuje
0 wyroznienie.

Pani mgr Joanna Krajewska wg zalgczonych oswiadczen bardzo aktywnie uczestniczyla
w realizacji recenzowanej pracy naukowej nie tylko poprzez wykonywanie zadan badawczych
z zakresu mikrobiologii (publikacje P0O1-P04), ale réwniez brala udzial w opracowaniu
koncepcji prac (P1, P02-P04), analizie i interpretacji wynikow badan mikrobiologicznych jak
rowniez w redagowaniu pierwszej jak i finalnej wersji manuskryptow (P1, PO1-P04). Wyniki
badan przeprowadzonych w ramach osiggnigcia naukowego stanowigcego podstawe ubiegania
si¢ o stopieri naukowy doktora zostaly przedstawione w 5 publikacjach =z listy JCR
(sumaryczny IF 18,542), a w 4 z nich byla pierwszym autorem. Dane naukometryczne
$wiadczg o bardzo dobrym przygotowaniu sig¢ Doktorantki do badan, oraz wysokiej jakosci
przeprowadzonych eksperymentow i uzyskanych wynikéw.

Wydane publikacje niewgtpliwie wnoszg istotne elementy nowosci. Pani mgr Joanna
Krajewska nie tylko wykazata, 2Ze benzosiloksaborole benzenosulfonianowe i
sulfonamidowowe moga byé wykorzystywane jako potencjalne Zrédlo nowych substancji
leczniczych aktywnych wobec priorytetowych ziarenkowcow Gram-dodatnich, a kwasy
fenylenodiboronowe postuzyé jako struktury wyjsciowymi do projektowania i otrzymywania
nowych inhibitoréw f-laktamaz typu KPC/AmpC, ale zaproponowala rowniez nowy parametr
MPC-D, oznaczanie kidrego ma szansg¢ usprawni¢ badania nad poszukiwaniem nowych
substancji leczniczych o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym czy okreslanie schematow
dawkowania antybiotykéw lub chemioterapeutykow.
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