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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Macieja Jaskiewicza
pt. ,Aktywnos¢ peptyddw przeciwdrobnoustrojowych wobec biofilmu gronkowcowego w warunkach przeptywowych”

wykonanej pod kierunkiem naukowym Prof. dr hab. n. farm. Wojciech Kamysza
w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Czes¢ wynikéw zamieszczonych w niniejszej pracy otrzymana zostata w ramach projektu realizowanego ze srodkéw

Narodowego Centrum Nauki Nr 2011/03/B/NZ7/00548
Ogdlna charakterystyka rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska jest oprawionym wydrukiem komputerowym formatu A4 liczagcym 168
ponumerowanych stron. Ukfad pracy jest typowy dla dysertacji doktorskich i sktada sie z 7 rozdziatéw gtéwnych oraz 8.
rozdziatu ze spisem pismiennictwa obejmujgcego 325 pozycji literaturowych, krajowych i zagranicznych, z czego 70%
stanowig doniesienia z ostatnich 10 lat. Ponadto, wsrdd nich zawarto dwie pozycje wspétautorskie, w ktérych Doktorant
jest pierwszym autorem oraz dwie pozycje, w ktdrych jest trzecim autorem. Na uwage zastuguje starannie przygotowany
materiat dokumentacyjny wynikéw badan, na ktéry sktadajg sie tabele w liczbie 34 (22 w tekscie gtéwnym i 12 w dodatku)
oraz 45 rycin zamieszczonych w tresciach odpowiednich rozdziatéw. Rozdziat 9 stanowi dodatek, w ktérym zestawiono
dodatkowe dane z analiz HPLC i MS oraz wyniki oznaczert MIC na szczepach klinicznych S. aureus. Pomocnym jest
zamieszczony na wstepie rozprawy wykaz uzywanych skrotéw stosowanych w pracy. W recenzowanej dysertacji
zamieszczono takie streszczenia zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim. Nie zamieszczono natomiast informacji

dotyczacej analiz statystycznych uzyskanych wynikéw.

Ocena merytoryczna rozprawy

Staphylococcus aureus jest drobnoustrojem chorobotwérczym, odpowiedzialnym za szereg infekcji szpitalnych jak i poza
szpitalnych, zréznicowanych pod wieloma wzgledami tj. lokalizacjg, przebiegiem oraz skutecznosci terapeutyczng. Wsréd
najczestszych zakazen wymienia sige gtéwnie zakazenia miejscowe skéry i tkanek miekkich oraz ogélnoustrojowe
bakteriemie. Trudnosci i niepowodzenie terapeutyczne zakazen o etiologii S. aureus zwigzane sg z patogennoscia tego

drobnoustroju bedgcej skutkiem ekspresji szeregu czynnikéw wirulencji, ktére prowadzg do kolonizacji, adhezji,
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i uszkodzenia atakowanych tkanek. Ponadto, czynniki te umozliwiajg sprawng ochrone przed mechanizmami systemu
immunologicznego oraz sprzyjajg rozprzestrzenianiu sie bakterii w organizmie gospodarza. Jednakze kluczowg cechg jest
zdolnos¢ wyzej wymienionych drobnoustrojow do tworzenia zorganizowanej wspolnoty tj. biofilmu bedgcego doskonata
metodg zabezpieczajgca przed dziataniem systemu obronnego gospodarza jak i antybiotykéw. Dane literaturowe
wskazujg, iz do eradykacji drobnoustrojéw bedacych w formie biofilmu, wymagane jest niemalze 1000-krotnie wyzsze
stezenie antybiotyku w poréwnaniu do form planktonowych bakterii. Dodatkowo, po uformowaniu sie dojrzatej struktury
dochodzi do procesu dyspersji, umozliwiajgcego skuteczne uwalnianie i rozprzestrzenianie sie komérek bakteryjnych do
krwioobiegu i kolonizacje dalszych miejsc. Co wiecej, wspomniane wczesniej trudnosci terapeutyczne powigzane sie Sciste
z narastajgca lekoopornoscia drobnoustrojow. W przypadku S. aureus odnotowano, iz oporno$¢ moze by¢ nastepstwem
mutacji, poziomego transferu gendéw, ekspresji biatek i pomp typu efflux oraz zdolnoscig do formowania biofilmu.
W zwigzku z powyzszym, leczenie zakazer gronkowcowych stanowi powazne wyzwanie kliniczne. Dlatego tez, podczas
poszukiwania alternatywnych, nowych metod terapeutycznych wszystkie z wyzej wymienionych czynnikéw powinny by¢
wziete pod uwage aby stworzy¢ skuteczne narzedzie terapeutyczne. Interesujgcymi pod wzgledem przysztosciowego
zastosowania jako matryca do syntezy nowej klasy zwigzkéw o szerokiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wydajg sie
by¢ peptydy przeciwbakteryjne (AMPs). Zwigzki te stanowig grupe substancji szeroko rozpowszechnionych w przyrodzie,
stanowigc sktadowg odpornosci nieswoistej organizmoéw gospodarzy. Ich cechg jest szerokie spektrum aktywnosci oraz
dwukierunkowos¢ dziatania objawiajaca sie bezposrednig interakcja z komdérkg drobnoustroju oraz stymulacjg uktadu
immunologicznego. Powyzsze rodzi potrzebe dalszych pogtebionych badan naukowych z zastosowaniem peptyddéw
przeciwdrobnoustrojowych oraz ich analogéw w walce z drobnoustrojami. Zagadnienie to staje sie coraz bardziej istotne
w warunkach intensyfikacji zjawiska lekoopornosci i zwigzanym z tym brakiem opcji terapeutycznej dla pacjentéw
dotknigtych tego typu infekcjg. W zwigzku z powyzszym, podjete przez Doktoranta badania w zakresie aktywnosci
wybranych peptydéw przeciwbakteryjnych i ich retro-analogéw w stosunku do szczepdw Staphylococcus aureus
(referencyjnych pochodzacych z kolekcji ATCC oraz klinicznych, wyizolowanych od pacjentéw z atopowym zapaleniem
skéry pochodzacych z Katedry i Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego),
nalezy uznac za trafne i celowe, gdyz aktywnos¢ ta byta oceniana w warunkach przeptywowych, odzwierciedlajacych
warunki panujgce w ustroju. W ramach podjetego tematu Doktorant postawit sobie nastepujgce zadania badawcze,
a mianowicie: W pierwszym etapie scharakteryzowano szeroki wachlarz szczepéw klinicznych pod katem wrazliwosci na
antybiotyki konwencjonalne oraz wybrane AMPs takie jak CAMEL, Citropina 1.1, LL-37, Pexiganan oraz Temporyna A.
W badaniach udowodniono, ze wrazliwos¢ szczepdw S. aureus na AMPs jest niezalezna od mechanizméw opornosci na
antybiotyki, dzieki czemu zasadne byto wytypowanie reprezentatywnej grupy szczepéw, wobec ktérych realizowane byty

dalsze prace. W kolejnym etapie zweryfikowano wptyw wymiany przeciwjonéw w peptydach oraz oceniono aktywno$é
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analogéw o odwrdconej sekwencji. Na podstawie badarnt mikrobiologicznych oznaczen cytotoksycznosci wobec ludzkich
erytrocytow (stopiern hemolizy) oraz linii komdrkowej keratynocytéw ludzkich (HaCaT) udato sie wytypowaé AMPs
0 najwyzszym potencjale. Zwigzkami wykazujgcymi najlepsze wtasciwosci okazat sie Omiganan, analog Indolicydyny —
peptydu pozyskanego z ziarnistosci neutrofiléw bydlecych oraz jego analog o odwrdconej sekwencji (retro-Omiganan).
Dodatkowo, na uwage zastuguje fakt, iz w ramach dysertacji dodatkowo opracowano unikalne uktady przeptywowe
z poli(dimetylosiloksanu) (PDMS). Pozwolity one na ocene eradykacji biofilmu utworzonego w przeptywie, wptywu
dtugotrwatej ekspozycji peptydéw na profil wrazliwosci ocenianych szczepdw oraz weryfikacje czy inkorporacja
Omigananu i retro-Omigananu do wnetrza kanatu zahamuje rozwdj biofilmu gronkowcowego w przeptywie.
Przeprowadzone wyniki badarn mikrobiologicznych ostatecznie potwierdzity wysoki potencjat obu zwigzkéw. Ponadto,
opracowana zostata metodyka badawcza pozwalajgca na realizacje badann w przeptywie dla innych zwigzkéw.
Podsumowujgc badania wykonane w ramach przedtozonej do oceny rozprawy miaty na celu doskonalenie metod
syntetycznych oraz mikrobiologicznych do charakterystyki réznicowej chorobotwérczych szczepéw gronkowcéw waznych
z punktu widzenia zapewnienia bezpieczenstwa. Co wiecej, uwazam iz majg one charakter poznawczy i utylitarny co
stanowi wyjscie naprzeciw potrzebom lekarzy, diagnostéw oraz srodowiska naukowego zajmujgcego sie tematykg

biofilmu i metodami jego oceny i eradykacji.

Na czes¢ opisowq recenzowanej rozprawy sktadajg sie rozdziaty takie jak: czes¢ teoretyczna, wspomniany powyzej cel

pracy, materiat i metody, omdéwienie wynikédw wraz z ich dyskusjg, wnioski, streszczenia oraz piSmiennictwo.

Obszerny wstep teoretyczny Doktorant przedstawit na 44 stronach w oparciu o 237 pozycji piSmiennictwa. Powyzsze
Swiadczy o znajomosci i znaczeniu podjetej tematyki badawczej Autora dysertacji celem rozwigzania podjetego zadania
badawczego. Doktorant podzielit te czes¢ na 5 gtdwnych rozdziatdéw przedstawiajagc w nich kolejno charakterystyke
badanego drobnoustroju jako czynnika etiologicznego zakazen szpitalnych i pozaszpitalnych, opisujgc czynniki wirulencji
S. aureus oraz opornos¢ na stosowane antybiotyki. W moim odczuciu, bardziej zasadnym bytoby kontynuowanie
rozpoczetego opisu ogolnego drobnoustroju o informacje dotyczace czynnikdw wirulencji po czym przedstawienie
charakterystyki poszczegélnych jednostek chorobowych zwigzanych z badanym drobnoustrojem. Sugerowatabym takze,
wigczy¢ informacje, wyrdznione jako osobny rozdziat o udziale gronkowcéw w zakazeniach szpitalnych w tresé
podrozdzialu opisujgcego infekcje powodowane przez S. aureus. W kolejnej czesci wstepu Doktorant opisuje biofilm
wyrdzniajgc podrozdziat dotyczacy etapdw tworzenia tej struktury, co uwazam nie byto koniecznym zabiegiem. Nastepnie
przedstawiony zostat podrozdziat dotyczacy terapii infekcji gronkowcowych, ktéry potaczytabym z opisywanym
podrozdziale 1.3 zjawiskiem opornosci na antybiotyki (1.3.4). W dalszej tresci widniejg informacje teoretyczne
o przeptywowym modelu badania biofilmu, ktére to mogtyby by¢ kontynuacjg rozdziatu 2. bowiem, informacje w nim

zawarte stanowitoby doskonaty wstep teoretyczny. Ostatni rozdziat czesci teoretycznej poswiecono charakterystyce
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peptyddéw przeciwbakteryjnych, opisujgc ich podziat, mechanizm dziatania oraz metody ich modyfikacji w oparciu
0 synteze organiczng. Zabrakto mi jednak informacji dotyczacych strategii podjetych w aspekcie opornosci na
bezposrednie zabijanie przez AMPs obejmujace m.in. modyfikacje otoczki bakteryjnej, degradacje AMPs, sekwestracje
i wydalanie. Mimo przytoczonych uwag, podsumowujgc czes¢ teoretyczng, uwazam, iz po uwzglednieniu dodatkowe;j

redakcji, rozdziaty te zastuguja na publikacje jako prace przeglagdowe.

W rozdziale materiat i metody Autor przedstawit doktadnie uzywang podczas pracy aparature naukowo badawczg,
odczynniki, materiaty laboratoryjne jednorazowego uzytku oraz linie komdrkowe. Szczegdétowo zostat opisana czesé
chemiczna obejmujaca procedure syntezy, oczyszczania, wymiany jonowej oraz oznaczania zawartosci wykorzystywanych
do badania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. Powyzsze etapy byty realizowane samodzielnie przez Doktoranta bad?
w ramach realizowanych przedsiewzie¢ badawczych w Katedrze. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz proces wymiany na
aniony Cl- przeprowadzono przy zastosowaniu metody opracowanej w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego zaktadajgcej uzycie acetonitrylu nasyconego gazowym 0,5% HCI.

W kolejnych rozdziatach przedstawiono metodyke dotyczaca aktywnosci mikrobiologicznej badanych zwigzkéw wobec
szczepdw S. aureus. Doktorant dos¢ szczegdtowo opisat wyznaczanie wartosci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost
(MIC), minimalnego stezenia eliminujgcego biofilm (MBEC) oraz minimalnego stezenia hamujgcego rozwdj biofilmu
(MBIC). W nastepnych czesciach przedstawit badanie zjawiska narastania opornosci oraz opis potencjatu depolaryzaciji
bton. Powyzsze realizowat poprzez zastosowanie metod spektrofotometrycznych i fluorymetrycznych. Wyzej wymienione
eksperymenty oceniane byty takie w uktadzie przeptywowym. W nawigzaniu do powyzszego, mam drobng uwage
dotyczaca podanego w metodyce okresu jednego miesigca przechowywania ptytki agarowej z posianymi koloniami
drobnoustrojéow. Wydaj sie on zbyt dtugi ze wzgledu na niestabilnos¢ sktadnikéw pozywki i mozliwosé ich zuzycia
i degradacji oraz istniejgcym ryzykiem kontaminacji. Zabrakto tu szczegétowych informacji na temat przechowywania tak
przygotowanych ptytek. Powinny by¢ one owiniete specjalna laboratoryjng folig uszczelniajgca i przechowywane strong
agarowa do gory aby zapobiec kontaminacji utrzymac¢ odpowiednie nawilzenie kultury jak i agaru. Dodatkowo opis oceny
minimalnego stezenia eliminujgcego biofilm w przeptywie nie jest zbyt klarowny. Powinien by¢ bardziej uszczegétowiony

miedzy innymi o zakres badanych stezen oraz sposéb detekcji.

W metodyce opisano takze badanie cytotoksycznosci peptydéw w stosunku do przedstawicieli komérek gospodarza —
krwinek czerwonych oceniajgc aktywnos$¢ hemolityczng oraz w stosunku do keratynocytéw ludzkich HaCaT (ATCC), przy
uzyciu testu MTT. Dodatkowo, na podstawie otrzymanych wynikéw przy uzyciu oprogramowania Graphit 7 wyznaczono

wartos¢ IC50 czyli stezenie peptydu, ktére hamuje wzrost 50% komérek poddawanych dziataniu zwigzkéw.
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Podsumowujac zastosowane metody chemiczne jak i biologiczne pozwolity na kompleksowa ocene wtasciwosci badanych
zwigzkdéw i rozpoznanie mozliwos$ci zastosowania ich jako potencjalnych substancji/ badz jako matrycy do syntezy nowych
zwigzkéw w terapii zakazen infekcyjnych o etiologii gronkowcowej. Generalnie, sposdb i realizacja przedstawionych
w dysertacji badan majacych niewatpliwie charakter interdyscyplinarny $wiadczg o dobrym przygotowaniu
merytorycznym doktoranta oraz ogromnym doswiadczeniu w obszarze prowadzonych badan promotora — Prof.

Woijciecha Kamysza, bedacego ekspertem w dziedzinie.

Opis wynikoéw oraz ich dyskusja sg prowadzone odpowiednio. Doktorant w sposéb umiejetny omawia otrzymane wyniki
i poréwnuje je z dotychczas opublikowanymi danymi. Wyniki badari udokumentowane sg na starannie przygotowanych
rycinach oraz zestawione w przejrzystych tabelach. Doprecyzowania wymaga fakt podany na stronie 91. Cytujgc ,,W pracy
Neubauera i wsp. zbadano aktywnos¢ tych samych zwigzkéw wobec szerokiego panelu drobnoustrojow obejmujgcego
zarowno bakterie Gram-dodatnie, Gramu-jemne oraz grzyby” — w domysle tych testowanych w niniejszej dysertacji, po
czym na stronie 92 pada stwierdzenie : ,iz zaden zespét badawczy nie przedsiewziat sie zbadania takich zaleznosci dla
Omigananu, to jednak podobne badania byty zrealizowane dla Indolicydyny (naturalnego AMPs, ktérego Omiganan jest

analogiem).”

W ramach przeprowadzonych szerokich badan Autor sformutowat 10 wnioskéw obejmujgcych zaréwno aspekt
syntetycznych, biologiczny i utylitarny zastosowania peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych jako potencjalnych narzedzi
do walki z zakazeniami o etiologii gronkowcowej. Powyzsze mozliwe byto poprzez ocene szerokiego panelu szczepéw
klinicznych S. aureus pod wzgledem ich wrazliwosci wobec antybiotykéw konwencjonalnych i peptyddw
przeciwdrobnoustrojowych (AMPs). Ponadto, doktadne poznanie aktywnosci oraz potencjatu aplikacyjnego AMPs
mozliwe byto dzieki realizacji szeregu badan mikrobiologicznych zaréwno w stosunku do form planktonowych, biofilmu

w warunkach stacjonarnych i przeptywowych oraz analiz peptyddw.

Praca jest opracowana starannie, jednakze Doktorant nie ustrzegt sie drobnych btedéw redakcyjnych w postaci:

- nieodpowiednio uzyta forma np. przeciwdrobnoustrojowg zamiast przeciwdrobnoustrojowej s. 54; znaczace zamiast
znaczaco s. 88
- powtorzenia wyrazéw w tym samym zdaniu np. zrealizowane i realizowane s. 87

- niedokoriczone zdania s. 90

-stosowanie skrotéw myslowych, okreslen zargonowych w opisie metodyki badz dyskusji wynikdw np. s. 86, s. 93
- nieodpowiednio zacytowany podrozdziat powinno by¢ 1.12 a nie 1.11 s. 84, 85 i 86

- nieodpowiednio zacytowana rycina. Jest Rycina 8 i 9 powinno by¢ 21122 np.s. 88i 89

- podwdjna numeracja réznych Tabeli np. Tabela 19 wystepuje 2-krotnie s. 118 120

Powyzsze powinno by¢ poprawione podczas przygotowania pracy do druku jednakze nie ujmuje to catosciowo wartosci

merytorycznej przedtozonej do oceny dysertacji.
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Podsumowujac, praca doktorska Pana mgr Macieja Jaskiewicza wnosi wartosciowe tresci i ma charakter poznawczy
i utylitarny. Przedstawione w niej nowe aspekty wykorzystania i opracowane metod oceny aktywnosci mikrobiologicznej
peptydéw przeciwbakteryjnych stanowig istotny wktad w szeroko prowadzone badania dotyczace poszukiwania nowych
substancji o znaczacej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Wartoscig dodang jak rowniez przejawem dobrego
przygotowania teoretycznego i merytorycznego doktoranta $wiadczy interdyscyplinarnych charakter prowadzonych

badan.

Podsumowujac przygotowana przez Pana magistra Macieja Jaskiewicza dysertacja w petni spetnia warunki
okreélone w Ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z 2018 roku (Dz. U. nr 2018 poz. 1669). W zwigzku z
powyzszym whnioskuje do Wysokiej Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie

Pana magistra Macieja Jaskiewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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