dr hab. Agata Paneth, prof. UMLub Lublin, dn. 02.01.2019
Katedra i Zaklad Chemii Organicznej

Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej

Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Ocena pracy doktorskiej mgr Karoliny Witek
pt. .Evaluation of activity of selected chalcogen-containing compounds
against bacterial multidrug-resistance”

wykonana na wniosek Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego —
Collegium Medicum

Cel, zaloZenia i konstrukcja dysertacji

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska powstata w Katedrze Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych UJCM, pod opiekg merytoryczng promotora dr hab. Jadwigi Handzlik, prof. UJ
Oraz promotora pomocniczego dr. Gniewomira Latacza, zaé realizowana byta wieloosrodkowo: w
macierzystej jednostce oraz uczelniach zagranicznych; Saarland University w Niemczech oraz Aix-
Marseille University we Francji. Rozprawa skiada si¢ z siedmiu rozdziatéw, przy ¢zym jej gldwna
czes$¢, stanowigca wiiad Doktorantki do nauki, obejmuje rozdziaty pierwszy, drugi, czwarty, piaty oraz
podrozdziat 6.3.8. Pozostate czesci pracy to spis tresci, wykaz wspdtautorskich publikacji Doktorantki,
streszczenie w jezyku angielskim i polskim, wykaz stosowanych skrétéw, rozdzialy trzeci i szosty
poswigcone odpowiednio prezentacji metod i procedur pomiarowych oraz spis literatury cytowanej w
rozprawie obejmujacy az 380 pozyciji. Calo$¢ rozprawy zajmuje 192 strony.

Cel rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Witek jasno przebija z tytutu i dedykowany jest poszukiwaniu
organicznych i nieorganicznych pofgczen tlenowcoéw oraz ich nanoczastek, skutecznych w walce z
lekooporng bakterig poprzez wlasne lub adiuwantowe dziatanie przeciwbakteryjne wobec izolowanych
klinicznie szczepéw patogennych bakterii z grupy ESKAPE. Temat rozprawy niestychanie wazny i
priorytetowy — o praktycznych walorach podjetego problemu badawczego nie trzeba dzi§ nikogo
specjalnie przekonywac,

Tak sformutowany cel dysertacji odpowiada ranga ambitnej pracy doktorskiej, a w praktyce sprowadza
si¢ do postawienia nastepujacych zadan badawczych: (i) wyznaczenia wlasnego dziatania
przeciwbakteryjnego testowanych zwigzkéw w stosunku do Gram-dodatnich i Gram-ujemnych bakterii
w testach seryjnych mikrorozcienczen w bulionie, (i) okreslenia prawdopodobnych mechanizméw
dziatania zidentyfikowanych struktur aktywnych, w tym ich zdolnosci do generowania wolnych
rodnikow tlenowych, jak réwniez do spontanicznej reakcji z grupami tiolowymi biatek bakteryjnych, (iii)
okreslenia dla wyselekcjonowanych zwigzkéw ich potencjalnych wiasciwosci adjuwanta antybiotykow
w ogblnym tescie wplywu na efektywnosé antybiotyku oraz w tescie na aktywnos$¢ inhibitora
wybranych mechanizméw lekoopornoéci bakteryjnej (pomp Msr(A) dla bakterii Gram-dodatnich i
AcrAB-TolC dla bakterii Gram-ujemnych). Dla wybranych zwiazkéw o charakterze adjuwanta/inhibitora
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pompy dokonano glebszej analizy mechanizméw dziatania w oparciu o badania eksperymentalne
(testy akumulacji bromku etydyny EtBr lub fleroksacyny, kompetycyjnego hamowania wyrzutu 1,2'-
DNA oraz hydrolizy nitrocefiny) oraz wspaite komputerowo rozwazania teoretyczne (wplyw na cel
bialkowy PBP2a). Wigkszos¢ badan prowadzono z wykorzystaniem opisanych wczesniej metod
eksperymentainych, za$ test akumulacji EtBr w szczepie S. epidermidis z nadekspresja pompy Msr(A)
zostat opracowany w ramach doktoratu.

Merytoryczna ocena rozprawy oraz uwagi o charakterze polemiczno-krytycznym

Wyjatkowo, recenzje rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Witek pozwole sobie rozpoczaé od
konkluzji: brawo, brawo i jeszcze raz brawo! Albowiem przedstawiona do oceny praca jest dzielem
wyjatkowym, z nawiazka zaspokajajacym wymogi stawiane dysertacjom doktorskim. Stanowi przykiad
gruntownie przemyslanego i doskonale zrealizowanego studium, a skala, zakres oraz jako$¢ badan w
nim ujeta jest godna podziwu, poczawszy od zatozen projektu, koncepcii i planu badan, poprzez jego
realizacje po wnikliwg analize uzyskanych wynikéw i wnioski z nich plyngce. Opracowanie ma czytelng
kompozycje metodyczna i wynika, jak mniemam, zaréwno z imponujacego warsztatu autorki
szlifowanego w zagranicznych osrodkach naukowych, jak i wysokiego poziomu naukowego promotora
powyzszej rozprawy. To wyjatkowy przypadek, kiedy dysertacja doktorska nie odbiega koncepcig i
poziomem naukowym od wymagan stawianych kandydatom ubiegajacym sie o samodzielnoé
naukows, a nawet Smiem twierdzi¢, Zze nie rzadko je przewyzsza. W takim wiasnie $wietle odczytuje
przedstawiong do oceny rozprawe, ktora bardzo wysoko ustawia poprzeczke oczekiwar wobec
przysztych dysertacji, w tym przede wszystkim tych realizowanych pod opieka kreslacej te stowa.

Po uspokojeniu Doktorantki, co do ostatecznej konkluzji recenzji, zwazywszy na fakt, ze dysertacja
jest dostepna do wgladu publicznego w Bibliotece UJ, pozwole sobie pomingé 2wyczajowe
streszczenie poszczegdinych rozdzialéw rozprawy i w dalszym etapie recenzji przej§¢ do meritumn,
przedstawiajac jedynie uwagi o charakterze polemiczno-krytycznym.

Pierwsza moja watpliwos¢ dotyczy niepotrzebnego — w moim odczuciu — .Longlowania”" stezeniami
hamujacymi wzrost szczepéw bakteryjnych, ktére raz s wyrazane w jednostce pg/mL, zas innym —w
jednostce  mikromolowej. Taki sposéb prezentacji wynikéw, widoczny chotby na stronie 67,
wprowadza pewien chaos i utrudnia $ledzenie wynikow badan mikrobiologicznych. Jako chemik,
osobiscie bylabym za przyjeciem jednostki molowej, chociazby z tego powodu, ze poszczegolne serie
zwigzkdw, a zwlaszcza seria pierwsza od pozostatych, dosé istotnie réznig sie masami molowymi, co
bezposrednio przekfada sie na potencjat przeciwbakteryjny.

Druga, nieco powazniejsza watpliwos¢ dotyczy braku informacji na temat toksycznosci zwigzkdw
stanowigcych temat rozwazan w stosunku do komérek ssaczych. Mozna sie domyslaé po lekturze
spisu publikacji Autorki, ze badania takie, przynajmniej dla cze$ci zwiazkow, zostaly wykonane, jednak
Z przyczyn mi nieznanych, w rozprawie umieszczone nie zostaty. W moim odczuciu tak nie powinno
by¢, co najmniej z dwéch powoddw; po pierwsze, dysertacja powinna stanowié zamkniets calosé, a w
tym konkretnym przypadku — bez wynikéw testéw toksycznosci — trudno wnioskowaé o rzeczywistym
potencjale przeciwbakteryjnym, typowaniu zwigzkéw do badan mechanistycznych czy tez rzetelnej
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analizie typu struktura molekularna-bicaktywno$¢. Po drugie, — to moje prywatne spostrzezenie — z
reguly recenzenci nie lubig sie domyslaé, wola wiedziet.

Trzecia, ostatnia juz, lecz jednoczesnie najbardziej powazna watpliwosé tyczy sie podrozdziatu
4123. W moim przekonaniu, zagadnienie zaleznosci pomiedzy strukturg molekularng a
bioaktywnoscia w nim ujete zostalo przedstawione w sposdb powierzchowny i niewyczerpujacy, a
szkoda, bowiem to bardzo wazny element prac badawczych dedykowanych poszukiwaniom nowych
struktur wiodacych. Z podrozdziatu tego dowiemy sie jedynie o wplywie diugosci linkera, wielkosci
pierscienia oraz sposobie jego podstawienia na potencjat przeciwbakteryjny, co de facto odczytaé juz
mozna z samej analizy wynikéw badan mikrobiologicznych. Nie przeanalizowane zostaly natomiast
istotne parametry steryczne i elektronowe, chociazby - dla przyktadu — moment dipolowy, efekt
indukeyjny, efekt rezonansowy, superpozycja obu efekiow, ktére datyby choé zgrubny poglad na
oddziatywanie czasteczki w centrum aktywnym i(lub) allosterycznym biatka PBP2a, Jest to o tyle
zastanawiajace, Zze Autorka dysponowata zoptymalizowanymi strukturami do przeprowadzenia
rzetelnych analiz tego typu zaleznoéci. Z drugiej za$ strony, biorac pod uwage warsztat badawczy
Doktorantki nie trudno wnioskowa¢, ze blizej Jej jednak do zagadnien empirycznych niz teoretycznych.
| bardzo dobrze; potrzebni sg i jedni, i drudzy specjalisci. Nalezy jednak pamigtaé, ze sama
konstrukcja tytulu zmusza czytelnika — nie wspominajac juz o recenzencie — do krytycznego
konfrontowania tresci zawartych w wywodzie z mys$lg przewodnia zasygnalizowana tytulem.

Whnioski koficowe

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze przyszto mi recenzowaé wybitng rozprawe doktorska, z
nawigzka, zaspokajajaca wymogi stawiane tego rodzaju opracowaniom w znowelizowanej ustawie o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca
2003 r. z pézniejszymi zmianami. W $wietle powyzszego, z petnym przekonaniem wnosze do Rady
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloriskiego - Collegium Medicum o
dopuszczenie Pani mgr Karoliny Witek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uwazam, 2e calo$é¢ wywodu naukowego, jak i zakres przeprowadzonych przez Doktorantke badarh
empirycznych sg w skali Polski unikatowe, a uzyskany poziom opracowania jednoznacznie dowodzi
profesjonalizmu z preferencjami naukowego podejscia do podejmowanych tematow. Tym samym
wnosze o wyréznienie przediozonej do oceny rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.
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