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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Damiana Neubauera
wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej Wydziatu Farmaceutycznego

Gdaniskiego Uniwersytetu Medycznego

pt. ,SYNTEZA I BADANIE AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ LINIOWYCH ORAZ
CYKLICZNYCH LIPOPEPTYDOW?

Problem lekoopornosci na stosowane leki jest coraz bardziej narastajgcy. W zwiqzku'
z pojawieniem si¢ szczepdéw opornych Swiatowa Organizacja Zdrowia opublikowata w 2017
roku liste patogenéw stanowigcych powazny problem kliniczny. Antybiotykami tak zwanej
ostatniej szansy sg lipopeptydy wytwarzane przez mikroorganizmy — polimyksyny
1 deptomycyna, ale widoczna jest juz tendencja do narastania na nie opornosci. Z tego powodu
konieczne sg badania prowadzace do powstania nowych i skutecznych zwiazkdw o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;j. Jedng z tych grup stanowia krotkie kationowe lipopeptydy (USCLs),
ktére wykazuja wysokg aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa uszkadzajac btone komérkowa
dzigki wystgpowaniu oddziatywan elektrostatycznych z ujemnie natadowanag powierzchnia
komorki patogenu prowadzac do jej $mierci. Niestety USCLs wykazuja takze znaczna
cytotoksycznos$¢ i aktywnosé hemolityczng, dlatego konieczne sa modyfikacje strukturalne,
ktére miedzy innymi zaproponéwai Doktorant, aby otrzymaé zwiazki bardziej bezpieczne.
W tym kontekscie podjeta w recenzowanej rozprawie doktorskiej tematyka, dotyczaca wptywu
modyfikacji strukturalnych krétkich kationowych lipopeptydéw (USCLs) na aktywnos’é. .
biologiczng in vitro oraz synteza analogdéw o wyzszej aktywnosci biologicznej, mniejszej
cytotoksycznosci i aktywnosci hemolitycznej jest jak najbardziej zasadna.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi monotematyczny cykl trzech

publikacji eksperymentalnych, ktére zamieszczono na tamach czasopism o miedzynarodowym
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zasiggu, takich jak Molecules (1 praca) i International Journal of Molecular Sciences (2 prace).
Laczny wspotezynnik oddziatywania (IF) cyklu prac wynosi 12,379, a suma punktéw MNiSW
380. We wszystkich trzech pracach Doktorant jest pierwszym autorem, a zgodnie
z zamieszczonymi oswiadczeniami okreslajagcymi indywidualny wkiad wszystkich
Wspotautorow, takze autorem posiadajacym najwiekszy udzial procentowy co $wiadczy
0 bardzo duzym zaangazowaniu Doktoranta w ich powstanie. Zbior omawianych i zatlagczonych
publikacji opatrzony jest opracowaniem, na ktéry sktadaja sie, problematyka i cele badawcze
rozprawy doktorskiej (wprowadzajace czytelnika w zagadnienia zwigzane z opisem, budowg
1 synteza krétkich kationowych lipopeptydéw oraz celowoscia wyboru tematu badawczego),
podsumowanie (rozdziat wskazujacy na nowatorstwo otrzymanych wynikow prezentujacy
wplyw modyfikacji strukturalnych na aktywno$¢ biologiczng oraz potencjalne walory .
aplikacyjne), wnioski (rozdziat w ktérym Doktorant wysunat najwazniejsze wnioski ze swoich
badan, potwierdzajac tym samym zalozenia i cele badawcze, ktore sobie postawit), literatura
(z ktorej korzystal) oraz dorobek naukowy Doktoranta, sktadajacy sie z 25 publikacji
posiadajgcych wspoétczynnik wplywu IF, 5 publikacji spoza listy JCR oraz 5 wystapien
konferencyjnych w formie plakatu. Sumaryczny IF Doktoranta z dnia 10.05.2021 wynosi
84,490, suma punktéw MNiSW wynosi 1670, liczba cytowani 198, a index Hirscha 9. Niestety
dane bibliometryczne nie zostaly potwierdzone przez Biblioteke Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego co w opinii Recenzenta powinno byé obowiazkowe.

Przedmiotem dysertacji doktorskiej byty badania przedstawione w trzech publikacjach.
Publikacja 1 (Molecules 2020) przedstawia zbadanie wplywu poszczegolnych modyfikacji
strukturalnych krétkich kationolwych lipopeptydéw na wykazywang przez nie aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa oraz zaprojektowanie i synteze liniowych analogéw USCLs. Badania
przeprowadzone przez Doktoranta polegaty na modyfikacji zaréwno hydrofobowego jak.
1 hydrofilowego fragmentu czasteczki, modyfikacji dtugosci oraz struktury reszty kwasu
tluszczowego, zmieniono sekwencje aminokwasows oraz strukture fragmentu peptydowego.
Doktorant zbadat takze wpltyw charakteru N-koncowej reszty aminokwasowej lipopeptydu,
dtugos¢ i strukture taficucha kwasu thiszczowego na hydrofobowose, aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa na szczepy ESKAPE oraz hemolizg. Mgr Damian Neubauer otrzymat
zwigzki o wigkszej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz o zmniejszonym potencjale
hemolitycznym (wyzszej selektywnosci) w odniesieniu do serii zwiagzkéw wyjsciowych
o zblizonej hydrofobowosci.

Wyniki przedstawione w pracy 1 postuzyty do zaplanowania i wykonania badan

przedstawionych w pracy 2 i 3. Mgr Damian Neubauer w pracy 2 (Int. J. Mol. Sci. 2021)
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przedstawit badania i wyniki, ktére polegaty na zaprojektowaniu i syntezie serii dimerycznych
lipopeptydéw bedacych odpowiednikami USCLs z dwoma resztami L-argininy. Jako tacznika
Doktorant zastosowat amid L-lizyny oraz diamid L-cystyny, a takze uzyt kwasy thuszczowe
o r6znej dtugosci tancucha weglowego i roznej strukturze chemicznej. Doktorant przedstawit
wyniki badan hydrofobowosci zwiazkéw, okreslit krytyczne stezenie agregacii, wartosé MIC
oraz minimalne stgzenie eradykujace biofilm w odniesieniu do szczepdéw referencyjnych
bakterii z grupy ESKAPE i grzybow z rodzaju Candida, cytotoksyczno$é w stosunku do linii
komoérkowej HaCaT oraz hemolizg. Wybrane zwigzki Doktorant poddat badaniom stabilnosci
w surowicy i przeprowadzit symulacje oddzialywan z blonami komérkowymi =z
wykorzystaniem dynamiki molekularnej. Z przeprowadzonych badan wynika, ze zastosowanie
rozgat¢zionego kwasu thuszczowego.  korzystnie wplywa na  aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa oraz selektywnos$¢ dziatania wobec komoérek patogendw w
poréwnaniu do USCLs, ktdre zawieraja prosty taficuch kwasu thuszczowego.

W pracy 3 (Int. J. Mol Sci. 2020) Doktorant wykonat synteze cyklicznych
lipopeptydéw, zastosowat L-norleucyne, L-fenyloalaning i skrécit diugosé tafcucha
weglowego w reszcie kwasu thuszczowego. Mgr Damian Neubauer otrzymal serie cyklicznych
USCLs uzywajac reszty L-cysteiny, pomiedzy ktérymi utworzyto si¢ wigzanie disulfidowe.
Autor zsyntezowal takze seri¢ zwigzkow, w ktorej zamienit reszte L-lizyny na reszte L-
argininy. Zaproponowane przez Doktoranta modyfikacje strukturalne pozwolity szczegdtowo
opisa¢ wplyw zastosowanych modyfikacji na wiasciwosci zwigzkéw i zaowocowaty
powstaniem analogow o wyzszych wilasciwosciach przeciwbakteryjnych i obnizonej
toksycznosci wobec komarek ludzkich.

Najwazniejsze wnioski przedstawione przez Doktoranta, ktére wynikaja z
przeprowadzonych badan dotycza zaleznosci pomigdzy strukturg USCLs a aktywnoscig
przeciwbakteryjng przytoczytem ponizej:

- analogi USCLs zawierajace dwie reszty L-argininy majg zwickszona aktywno$é
przeciwdrobnoustrojows,

- analogi USCLs z krotszym tafcuchem weglowym kwasu thuszczowego i jednoczesnie
wstawiong hydrofobowa reszta aminokwasowg majg zmniejszong aktywno$¢ hemolityczna,

- analogi dimeryczne USCLs zawierajace jako tgcznik diamid L-cystyny oraz amid L-lizyny
majg wyzsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa i wieksza selektywnos$é niz ich liniowe
odpowiedniki, a rodzaj lacznika nie wplywa istotnie na kinetyke permeabilizacji bton

komorkowych i na stabilno$¢ w surowicy ludzkiej,



- zamiana reszt L-lizyny resztami L-argininy w cyklicznych analogach USCLs prowadzi
do obnizenia ich aktywno$ci hemolitycznej, ale cykliczne analogi USCLs maja wyzsza
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepdéw Candida i mniejsza cytotoksycznosé
w stosunku do linii kofnérkowych HaCaT i Hela,

oraz zalozen, ze: _

- aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, cytotdksycznos’é i aktywnos¢ hemolityczna sg zwigzane
z hydrofobowoscig USCLs oraz fadunkiem i struktura poszczegdlnych fragmentow czasteczki,
- otrzymane USCLs oddzialuja z blong komodrkowa powodujac jej permeabilizacje
1 depolaryzacje,

-otrzymane USCLs wykazuja wyzsza aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowg w  stosunku
do bakterii Gram (+) niz do Gram (-) zar6wno w odniesieniu do biofilmu jak i form
planktonowych.

Wyrazem nowatorskiego charakteru i naukowej wartosci badan byto opublikowanie ich
wynikéw w renomowanych czasopismach o miedzynarodowym zasiegu.

W przedstawionym opracowaniu znalazlo sie kilka bledow jezykowych i stylistycznych
ale pragne podkresli¢, ze majg one gldéwnie charakter techniczny oraz redakcyjny, natomiast
w zadnym stopniu nie wplywajg na warto$¢ merytoryczng pracy.

Majac na uwadze oryginalnosé oraz wysoka wartoS¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej Pana mgr Damiana Neubauera pt. ,,SYNTEZA I BADANIE AKTYWNOSCI
BIOLOGICZNEJ  LINIOWYCH ORAZ CYKLICZNYCH LIPOPEPTYDOW”
przedstawionej w formie monotematycznego cyklu prac stwierdzam, ze przedstawiona
do recenzji praca spelnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane dysertacjom
doktorskim okreslone w art. 13 ust. 1 z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki jak rowniez w §6 ust. 3 Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 roku (Dz.U. z 2017 1. poz.
1789). Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Damiana

Neubauera do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, a takze wnioskuje o jej wyréznienie,
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszy zwracam sig z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdafiskiego Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie
przedmiotowej rozprawy doktorskiej.
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