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RECENZJA

rozprawy doktorskiej na stopient doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne

Pani mgr farm. Joanny Krajewskiej pt.” Badania aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej nowych zwigzkoéw z grupy pochodnych
boraheterocyklicznych i kwasdéw aryloboronowych,

W srodowiskach medycznych szeroko poszukiwane jest rozwigzanie dla
problemu wieloopornosci drobnoustrojow i kryzysu antybiotykoterapii. Widmo
narastajgcej liczby zgondéw milionéw ludzi z powodu bakteryjnych infekcji jest
prognozowane na najblizsze lata w realnych wskaznikach epidemiologicznych.

Do istotnych kierunkow badarn naukowych, ktére obok powszechnej racjonalnej
antybiotykoterapii mogg powstrzymac ten proces, jest poszukiwanie nowych zwigzkéw
0 dziataniu przeciwdrobnoustrcjowym. Doswiadczenie jakie zdobyliSmy przy
wprowadzaniu kolejnych preparatow pozwala widzie¢ jak istotng kwestig jest
niedopuszczanie do powstawania i powstrzymywanie selekcji opornych mutantéw
drobnoustrojéw. Ich selekcja dokonuje sie na naszych oczach przy kazdym
zastosowaniu antybiotykdéw czy chemioterapeutykow w lecznictwie.

W nurt badan nad poszukiwaniem nowych chemioterapeutykow
i monitorowaniem zagrozen ze strony szybko powstajgcych mutantéw opornych
wigcza sie szeroko praca doktorska Pani mgr farm Joanny Krajewskie;.

Autorka postawita sobie dwa gtéwne cele.

e Ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nowych zwigzkéw boru:
pochodnych boraheterocyklicznych i kwaséw aryloboronowych.

o Opracowanie nowych wytycznych dla badan przedklinicznych in vitro zwigzkéw
przeciwbakteryjnych, w tym zwigzkow proponowanych we wtasnych badaniach,
ktore pozwolg unikng¢ narastania opornosci w trakcie stosowania tych lekéw
w praktyce.

Przedstawione w pracy doktorskiej mgr farm. Joanny Krajewskiej badania zostaty
wykonane w ramach realizowanego przez konsorcjum Politechniki Warszawskiej
i Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego projektu OPUS finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki. Tytut projektu to ,Poszukiwanie korelacji struktura-
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wybranych grup 2zwigzkéw borahetero-
cyklicznych”

Badania Doktorantka wykonywata w Zakfadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
i Bioanalizy Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem promotorskim
prof. dr hab. Agnieszki E. Laudy.

Rozprawa doktorska mgr farm. Joanny Krajewskiej jest zbiorem czterech powigzanych
tematycznie artykutow naukowych. Wyniki badan zawarte sg w trzech wieloautorskich
publikacjach:



e PPacholak, J.Krajewska, PWinska, J.Dunikowska, U.Glogowska,
J. Mierzejewska, K.Durka, K Wozniak, A.E.Laudy, S Lulinski ,Development of
structurally extended benzosiloxaboroles — synthesis and in vitro biological
evaluation” RSC Adv 2021,11, 25104 (IF=4,036)

o J.Krajewska ,K.Nowicki, K.Durka, P.H.Marek-Urban, P.Winska, T.Stepniewski,
K Wozniak, A.E.Laudy, S Lulinski “Oxazoline scaffold in synthesis of
benzosiloaxaboroles and related ring-expanded heterocycles: diverse reactivity
and structural peculiarities and antimicrobial activity" RSC Adv. 2022,12,
23091(IF=3,9)

e J.Krajewska ,P.Chyzy, K.Durka, P.Winska, K.A.Krzysko, S Lulinski, A.E.Laudy
“Aromatic Diboronic Acids as effective KPC/AmpC inhibitors”, Molecules
2023,28,7362 (IF=4,6)

W obszernej pracy przegladowej autorstwa: Krajewska J, Laudy A.E. , The European
medicines Agency approved the new antibacterial drugs — response to he 2017 WHO
report in the global problem of multi-drug resistance” opublikowanej w Advancements
of Microbiology, 2023, 60,4,245-264 (IF=1,106) zawarte sg przestanki dla podjecia
i podejécia do tematu badawczego podjetego w rozprawie. Publikacja ta pokazuje
wiele ciekawych, wybranych z najnowszych pozycji literatury danych dotyczacych
najistotniejszych potrzeb w zakresie konieczno$ci ograniczania narastajacej opornosci
wsérod patogenow priorytetowych na aktualnie stosowane leki
przeciwdrobnoustrojowe.

Obok tych czterech publikacji doktorantka przygotowata bardzo staranny, obszerny

opis obejmujacy:

o Wykaz swojej aktywnosci naukowej, w tym inne publikacje, informacje

o uczestnictwie w miedzynarodowych i krajowych konferencjach i projektach

badawczych.

e Streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

e Szeroki wstep przedstawiajgcy aktualne mozliwosci terapeutyczne w leczeniu

infekgji, problem selekcji antybiotykoopornych mutantéw bakteryjnych i wynikajgce

z niego uzasadnienie podjetych przez siebie badan. We wstegpie Autorka

przedstawia tez tematyke obiecujgcych wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych

kwasow boronowych, benzoksaboroli i benzosiloksaboroli. Wprowadzenie

w ostatnich latach nowego inhibitora beta-laktamaz warobaktamu, ktory jest

zwigzkiem boroorganicznym zachgeca do badania kolejnych zwigzkow

boroorganicznych zaréwno cyklicznych jak i niecyklicznych oraz benzoksaboroli jak

i benzosiloksaboroli. Zwigzki te, jak pokazata Doktorantka majg potencjat nie tylko

jako inhibitory beta-laktamaz, ale takze jako zwigzki o bezposredniej aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej. Ten wstep jest znakomitym wprowadzeniem w tematyke
badan.

e Ponadto w opisie pracy znalazt sie rozdziat przedstawiajgcy jej zatozenia i cele.

e Rozdziat zatytutowany: Omdéwienie wynikow i dyskusja wigze teksty publikacii

naukowych sktadajgcych sie na dysertacje w logiczna spojng cato$c.



W swoich badaniach Doktorantka zbadata az 77 nowo otrzymanych zwigzkéw
boraheterocyklicznych i kwaséw aryloboronowych. Badania ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej objely nie tylko standardowe oznaczenie ich aktywnosci
(MIC, MBC, MFC) w stosunku do grupy wzorcowych szczepdw bakterii i grzybow
drozdzopodobnych, ale tez okreslanie mechanizmu ich usuwania z komorek
bakteryjnych przez wyznaczenie wartosci MIC w obecnosci inhibitorbw pomp
btonowych. Dokonano tez oceny ich zdolnosci do hamowania aktywnosci beta-
laktamaz bakterii gramujemnych, a takze ocene dziatania synergistycznego ze
znanymi antybiotykami. Poszczegdlne preparaty wykazywaty zroéznicowane,
indywidualne dziatanie co byto komentowane i dyskutowane przez Autorke badan.

Drugi z podjetych przez Doktorantke celdw wzbudzit szczegolne
zainteresowanie i uznanie recenzentki. Za szczegdlnie warto$ciowe i znaczace
osiggniecie uwazam opracowanie nowych parametrow, ktére okredlajg potencijat
tworzenia sie opornosci (nowych) zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych. Pozwalajg
one na wyznaczenie granicy selekcji mutantdéw opornych wskazujgc na potencijat
i czestos¢ selekcji mutantdw, ktére mogg zdominowaé populacje dzikich komérek
patogendw in vitro. Mozna przyjg¢, ze zastosowanie tych parametréw pozwoli na
wyznaczenie racjonalnego sposobu dawkowania, ktére nalezy stosowaé w
lecznictwie. To wpisuje sie w nurt poszukiwan nowych, tak oczekiwanych,
ograniczajgcych narastanie oporno$ci schematéw terapeutycznych.

Autorka proponuje dla nowo badanych zwigzkow stosowac:

e wyznaczanie wartosci minimalnego stezenia, ktére zapobiega selekcji

mutantéw dominujgcych (MPC-D)

e okreslanie okna selekcji mutantow dominujgcych (MSW-D)

e wyznaczanie wartosci minimalnego stezenia, ktére zapobiega selekdji

mutantéw o obnizonej sprawnosci (MPC-F)

o okreslanie okna selekcji tych mutantéw (MSW-F)

Dla osiggnigcia wynikdw w tych oznaczeniach Autorka zaproponowata nowg
metode rozcienczen w bulionie, ktora jej zdaniem lepiej koreluje w danymi
otrzymywanymi w badaniach in vivo. Opracowata takze nowg metode otrzymywania
niezbednego dla wykonania tych badan inokulum bakterii o gestosci >10""CFU/m.

Zdaniem Autorki zastosowanie jej propozycji w badaniach przedklinicznych
umozliwi typowanie do badan nowych zwigzkéw przeciwbakteryjnych i badania ich
w zakresach  takich  stezen, ktérych  przyjecie  zasadniczo  zmniejszy
niebezpieczenstwo narastania opornosci w czasie stosowania w lecznictwie.

Praca zawiera znaczng liczbge danych, $wiadczgcych o ogromnej wiedzy

Doktorantki i gruntownej znajomosci problematyki podjetego tematu.

Z obowigzku recenzenta i wtasnej ciekawosci chciatabym zada¢ nastepujgce pytania.
o Wybdr szczepow wzorcowych wydaje sie bardzo zasadny, ale dlaczego wsrod
nich znalazt sie szczep Bacillus subtilis ATCC6633 (znany jako producent
lantibiotykéw; szczep ten stanowit wyzwanie metodyczne, bo nie tworzyt jednolitych
zawiesin). Jaki byt powdd dotgczania do grupy szczepéw wzorcowych takze
drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae.



o Watpliwo$¢ mojg budzi zastosowanie (ktére spotykatam i u innych badaczy)
metody krgzkowo-dyfuzyjnej dla wyznaczania aktywnos$ci zwigzkéw stabo
rozpuszczalnych lub wytrgcajgcych sie w wodzie. Jak przygotowywano takie
krgzki? Skad byto wiadomo jaka ilos¢ zwigzku (czy w ogole) rozpuszcza sig w
pozywce i dyfunduje do agaru, czy takie wyniki sg poréwnywalne i pozwalajg na
obiektywng ocene?

e Z informacji podanych w pracy wiadomo, ze byty wykonywane badania
cytotoksycznosci niektorych zwigzkow. Bor jako pierwiastek nie jest toksyczny
a boroorganiczne zwigzki majg juz zastosowanie w lecznictwie. Czy sg jednak sa
znane dane dotyczace wtasciwosci farmakologicznych i potencjainego
bezpieczenstwa tych preparatéow, ktére badata Autorka, jaka jest szansa
zastosowania ich w lecznictwie?

e W takich badaniach bardzo interesujgce, ale trudne do realizacji jest
poszukiwanie punktéw uchwytu pojedynczych zwigzkéw o okre$lonej juz
doswiadczalnie aktywnosci (np. jednych pochodnych benzosiloksaboroli
w stosunku do gronkowcéw a innych w stosunku do enterokokow). Autorka
pokazuje pewne tendencje w obrebie badanych przez siebie pochodnych. Glgbsze
badania byly prowadzone przez kooperujgcych badaczy z Zaktadu Chemii
Fizycznej Politechniki Warszawskiej oraz GPCR Drug Discovery Lab Hospital del
Mar Medical Research Institute w Barcelonie. Te wyniki zostaty opisane i pokazane
w ostatniej publikacji (PO4). Chociaz to oczywiscie nie bylo celem badan
Doktorantki, interesujg mnie ewentualne spekulacje dotyczace mechanizmu
dziatania i relacji miedzy potencjainymi badanymi przez nig Iekami
a drobnoustrojami, wzgledem ktorych byty aktywne. Jesli w ogole mozna takie
teoretyczne rozwazania przeprowadzi¢. Czy nalezy oczekiwa¢ mechanizmow juz
opisanych (np. hamowanie aktywnosci syntetazy LeuRS ) czy z jakiegos powodu
zupetnie nowych.

Podsumowanie

W badaniach Doktorantki zwraca uwage precyzyjne zaplanowanie szerokich,
ztozonych schematéw badan. Widac takze jej ogromng wiedze na temat aktualnego
potencjatu lecznictwa przeciwdrobnoustrojowego.

Warte zauwazenia jest, ze wyniki wykonywanej przez nig analizy
mikrobiologicznej nowo otrzymanych w ramach tego przedsiewziecia zwigzkéw
boraheterocyklicznych miaty istotny wptyw na decyzje o kolejnych syntezach.

Niezwykle trudnym wyzwaniem byto szczegdlnie opracowywanie nowych
parametrow do wyznaczania wskaznikow ilustrujgcych potencjalne tempo
powstawania mutantéw opornych. W pracy znalazty sie nowatorskie, zweryfikowane
doswiadczalnie pomysty, w tym nowa metoda rozcieficzen dla wyznaczania wartosci
MPC-D i MPC-F oraz metoda otrzymywania inokulum o gestosci >10"CFU/ml,
stanowigce gotowy przepis na postepowanie w analizie nowych zwigzkéw o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym.



Dla badan tego rodzaju szczegélnie duzg warto$¢ majg podjete wspdiprace
pozwalajgce na szeroky wieloaspektowg oceng obserwowanych zjawisk. Przyniosty
one istotne dane dla prowadzonych przez Doktorantke badan. Wybér i podjecie ich
jest niewatpliwie wynikiem ogromnej sprawnosci naukowej i profesjonalizmu
promotorki pracy prof. Agnieszki E. Laudy.

Rozprawe doktorska Pani mgr farm Joanny Krajewskiej oceniam bardzo
wysoko.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, Zze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr farm.
Joanny Krajewskiej spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora zgodnie
z warunkami okre$lonymi w art.187 ust.1 i 2 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (dz.U.2023 poz 742).

Wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr farm. Joanny Krajewskiej do dalszych
etapdw postgpowania i nadanie jej stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Wnosz¢ takze o wyréznienie tej rozprawy ze wzgledu na znaczacy wktad do nauki
i potencjalne duze znaczenie aplikacyjne przeprowadzonych i niezwykle starannie
udokumentowanych badan.
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Prof. dr hab.n. farm. Eligia M. Szewczyk



