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Recenzja pracy doktorskiej mgr Damiana NEUBAUERA
pt. ,,Synteza i badanie aktywnosci biologicznej liniowych i cyklicznych lipopeptydow”

Przedstawiona do oceny praca doktorska zatytulowana ,Synteza i badanie
aktywnosci biologicznej liniowych i cyklicznych lipopeptydéw” stanowi cykl
3 oryginalnych publikacji naukowych, ktére dotyczg wptywu modyfikacji strukturalnych krétkich
(<7 reszt aminokwasowych) kationowych lipopeptydéw oraz kationowych surfaktantéw gemini
na ich aktywno$¢ mikrobiologiczng z jednoczesnym osiggnieciem wymaganego profilu
bezpieczenstwa w aspekcie cytotoksycznosci oraz wiasciwosci hemolitycznych.

Oceniania rozprawa doktorska liczy 60 stron, w ktérej zamieszczone zostaty
odpowiednio streszczenie w jezyku polskim i angielskim (str. 4 i 5), wykaz skrétow i akronimow
(str. 6 7), lista publikacji wchodzgcych w skiad dysertacji wraz ze wskazaniem wspétczynnika
oddziatywania Impact Factor i punktéw Ministerstwa Edukacji i Nauki. Doktorant w swoje;
pracy prezentuje problematyke badawczg i podjete cele, ktére dalej wraz z zastosowang
metodykg i uzyskanymi wynikami charakteryzuje we wiasciwie zdefiniowanych i jasnych dla
czytelnika podrozdziatach (str. 9-36). Dysertacje konczg rozdziaty ,Podsumowanie”
(str. 37-40) i ,Wnioski” (str. 41) oraz spis obszernego pismiennictwa liczacego 141 pozycji
literaturowych.

Jako gtéwny cel pracy Doktorant postawit sobie nie tylko synteze i ocene aktywnosci
biologicznej nowych zwigzkéw, ale przede wszystkim szczegdtowe zweryfikowanie wplywu
modyfikacji wprowadzonych w strukture czgsteczki danego zwigzku. Ponadto w pracy
zastosowano techniki mikroskopii fluorescencyjnej oraz transmisyjnej mikroskopii
elektronowej celem wizualizacji potencjalnych zmian w komérce drobnoustroju w wyniku

ekspozycji na zsyntetyzowany lipopeptyd. Co istotne, dziatanie to stanowi doskonate




preludium do zbadania mechanizmu dziatania przeciwdrobnoustrojowego nowych
lipopeptydow o odmiennej strukturze.

We wstepie dysertacji, Doktorant w sposéb zwiezly, aczkolwiek wyjgtkowo precyzyjny
przedstawit uzasadnienie podjetej tematyki oraz celu pracy. W tym miejscu wartym zwrécenia
jest fakt, iz Doktorant doskonale prezentuje zaréwno definicje lipopeptyddw, koncentrujac sie
na roznorodnosci form strukturalnych ww. zwigzkéw, jak réwniez przedstawia informacje
dotyczgce potencjalnych wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych, tym samym
wskazujgc ich mozliwe zastosowanie terapeutyczne. Charakteryzujgc natomiast dostepne
w praktyce klinicznej antybiotyki lipopeptydowe — damptomycyne oraz polimyksyne jako
struktury bazowe dalej zaprojektowanych i syntezowanych przez mgr Damiana Neubauera
m.in. krétkich kationowych lipopeptyddw i szczegdtowo wprowadzajgc czytelnika w zalezno$é
aktywnosci czasteczki zwigzku od jego struktury, Autor prezentuje jednoczesnie zarys
wymagan, ktére muszg by¢ spetnione w przypadku projektowania ww. zwigzkoéw.

Wspomniane we wstepie informacje pozwolity Doktorantowi na przyjecie zatozen
i podjecie dziatan niezbednych do zaprojektowania biblioteki nowych potencjalnych
antybiotykéw, dla ktérych przeprowadzono liczne badania.

Prace eksperymentalng Doktorant podzielit na kilka poszczegdélnych czesci/etapéw
8cisle ze sobg potgczonych, opierajgc sie gtéwnie na typie prowadzonych modyfikaciji
strukturalnych w czgsteczce zwigzku, tj. analiza fragmentu hydrofobowego lipopeptydu, wptyw
dodatkowej N-koncowej reszty aminokwasowej, cyklizacja oraz dimeryzacja lipopeptydu,
rowniez z wykorzystaniem wiedzy zdobytej w trakcie wykonywania poprzednich etapow
badan.

Istotnie, w pierwszej z prac (Neubauer et al. Molecules 2020; 25: 257) stanowigcych
przedmiot dysertacji, mgr Damian Neubauer skupit swoje dziatania na szczegoétowej analizie
hydrofobowego elementu czgsteczki — krétkiego kationowego lipopeptydu, bedgcego liniowym
badz rozgatezionym kwasem ttuszczowym, jak kwas kaprynowy (C10:0), palmitynowy (C16:0),
kwas etyloheksanowy czy kwas 2-butylooktanowy. Dodatkowe] weryfikacji i ocenie zostata
poddana substytucja zwigzku ze wskazanym kwasem tluszczowym N-korcowg reszig
aminokwasowg. Co wazne, umysine zastosowanie przez Doktoranta réznorodnej gamy reszt
aminokwasowych miato na celu wskazanie rangi obecnosci innych elementéw w czasteczce
zwigzku (m.in. liczby wigzan wodorowych, aromatycznosci, fadunku wypadkowego), ktore
mogtyby mieé¢ odzwierciedlenie w jej konformacji i dalej wptyng¢ na aktywnos$é¢ biologiczna.
Tak zaprojektowane i syntetyzowane na fazie stalej zwigzki w ilosci 105 poddane zostatly
badaniom w kierunku okreslenia hydrofobowosci, jako Zze - jak wskazuje Doktorant
w pracy — aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa krétkich kationowych lipopeptydow jest silnie
uwarunkowana zdolnoscig struktury do odpychania od siebie czgsteczek wody.

Z kolei w dalszej czesci doswiadczenia Autor przeprowadzit badania w kierunku okreslenia



wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych zwigzkéw wobec wybranych szczepow bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybow z rodzaju Candida (warto$ci MIC). Dodatkowo
Doktorant podjgt dziatania dotyczace wstepnego okreslenia wiasciwosci sktadajgcych sie
na pojecie toksycznosci zwigzku, tj. w tym przypadku wtasciwosci hemolitycznych.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorant wykazat, iz diugo$é tancucha
weglowego kwasu ttuszczowego, podobnie jak jego typ - liniowy vs. rozgateziony - odgrywajg
istotng rolg w osiggnieciu wymaganych badZz co najmniej zadowalajgcych aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowych. Przyktadowo, skrocenie tfancucha do C12 z jednoczesnym
wprowadzeniem N-koricowo zlokalizowanej reszty aminokwasowej prowadzi do wiekszej
selektywnosci zwigzku wzgledem komdrek patogendw i aktywnosci biologicznej w poréwnaniu
do krotkich kationowych lipopeptydéw zawierajacych relatywnie dtuzsze tancuchy kwasow
ttuszczowych (np. C16 i wyzej). Podobnie, zastosowanie kwasow tluszczowych
o rozgatgzionych tancuchach moze w konsekwencji prowadzi¢ do uzyskania lipopeptydow
aktywniejszych mikrobiologicznie anizeli ich liniowe analogi. Co istotne, Doktorant potwierdzit,
ze hydrofobowo$¢ zwigzku zalezy od dlugosci tancucha kwasu ttuszczowego. Ponadto ten
sam element strukturalny okazat sie mie¢ wplyw na wiasciwosci hemolityczne nowo
zsyntezowanych zwigzkow.

Obok istoty rodzaju kwasu tluszczowego w czasteczce lipopeptydu, Doktorant wskazat
takze wymiar charakteru zastosowanych reszt aminokwasowych, stwierdzajac np.
ze substytucja aminokwasami zawierajgcymi ugrupowania kwasowe (Asp, Glu) skutkuje
obnizeniem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzku, podczas gdy reszty o charakterze
zasadowym prowadzg do poprawy aktywnosci z jednoczesnym wzrostem selektywnosci ich
dziatania.

W drugiej czgsci wykonywanych prac badawczych, skiadajgcych sie na kolejng
zaprezentowang w dysertacji publikacje naukowg (Neubauer et al. Int. J. Mol. Sci. 2021; 22:
3229), mgr Damian Neubauer w oparciu o poprzednio uzyskane wyniki zaprojektowat
i zsyntetyzowat nowej klasy zwigzki, tj. surfaktanty gemini ztozone z przeanalizowanych
uprzednio kwasow ttluszczowych, wzbogacone resztg argininy, ktére dalej poddat analizie
w aspekcie wptywu rodzaju wprowadzonego spacera, tj. amidu lizyny vs. diamidu cystyny.
Obok okreslenia hydrofobowosci nowych struktur z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwréconych (RP-HPLC) i badania aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, Doktorant dokonat takze pomiaru napiecia powierzchniowego czy
stezenia krytycznej agregacji (CAC), wskazujgc tym samym wartosci stezen, dla ktdrych
mozliwe jest tworzenie sie agregatéw premicelarnych. Podobnie, dziatania niepozgdane
rozszerzono o wlasciwosci cytotoksyczne wobec linii prawidtowych keratynocytéw (HaCaT).
Autor przeprowadzit réwniez badania majace na celu okreslenie i) wplywu enzymow

proteolitycznych obecnych w surowicy krwi na aktywno$¢ mikrobiologiczng surfaktantéw



gemini wzgledem szczepéw S. aureus, P. aureginosa oraz C. glabrata, wskazujgc wartosci
minimalnego stezenia inhibujgcego wzrost komoérek drobnoustroju (MIC); ii) stabilnosci
enzymatycznej zwigzkdw w surowicy z wykorzystaniem kwadrupolowej spektrometrii mas
czasu przelotu; iii) aktywnosci antybiofiimu oraz w przypadku wybranych lipopeptyddw,
w zaleznosci od ich stezenia i czasu inkubacji — przepuszczalnosci bakteryjnej btony
wewnetrznej i zewnetrznej. W pracy zaprezentowano ponadto symulacje potencjalnych
interakcji mogacych mieé miejsce miedzy wybranym surfaktantem a btong bakteryjng bakterii
Gram-dodatnich stosujgc dynamike molekularng z wykorzystaniem elementéw takich
pakietow oprogramowania, jak: AMBER czy GROMACS.

Jako jeden z pierwszych rezultatéw przeprowadzonych przez Doktoranta badan byto
potwierdzenie hipotezy jakoby dimeryzacja lipopeptydéw, tworzgc ostatecznie surfaktanty
gemini, korzystnie wplywata na ich aktywno$¢ biologiczng. Dodatkowo, bazujgc na
wczeshiejszych ustaleniach wynikajgcych z pracy nr 1 wykazano, Zze struktury
charakteryzujgce sie obecnoscig krotkiego rozgatezionego kwasu tluszczowego wraz
z N-koncowg hydrofobowg reszta aminokwasowag indukujg zdecydowanie silniejszg
selektywno$¢ oraz efekt przeciwdrobnoustrojowy obserwowany z réwnoczesnym dziataniem
proteaz surowicy krwi czy skierowany przeciwko biofilmowi bakteryjnemu.

Kolejnym istotnym odkryciem byto zaprezentowanie diamidu L-cystyny jako spacera
bardziej korzystnego w aspekcie wlasciwosci cytotoksycznych i hemolitycznych w poréwnaniu
z dimerami zawierajgcymi amid lizyny, pomimo braku wpltywu na aktywnosc
przeciwdrobnoustrojows i stabilno$¢ w surowicy, ale nie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe w
obecnosci dodatku do medium hodowlanego okreslonego stezenia surowicy. Natomiast
analizujgc wyniki badan przeprowadzonych w kierunku okreslenia zdolnosci permabilizacii
btony komoérkowej bakterii E. coli, mgr Damian Neubauer wykazat, ze wszystkie wybrane
zwigzki posiadajg te zdolnos¢.

Positkujgc sie informacjami dotyczgcymi mozliwosci zwiekszenia stabilnosci
enzymatycznej antybiotykéw lipopeptydowych na degradacyjne dziatanie enzymoéw poprzez
wprowadzenie do tancucha peptydowego np. wigzania disulfidowego, w ostatniej pracy
(Neubauer et al. Int. J. Mol. Sci. 2021; 21: 7208) wchodzgcej w sktad zaprezentowanej do
oceny dysertacji, Doktorant prezentuje potencjat terapeutyczny (przeciwdrobnoustrojowy)
lipopeptyddw jednak charakteryzujgcych strukturg cykliczng. W tym przypadku jako zwigzek
wyjsciowy zastosowano liniowy koniugat kwasu palmitynowego C16-KKKK-NHy, ktory
poddano nastepujacym modyfikacjom: 1) cyklizacja faricucha typu ,gtowa-ogon”; 2) redukcja
reszt L-lizyny; 3) redukcja reszt L-lizyny z jednoczesng cyklizacjg tancuch poprzez
wprowadzenie mostka disulfidowego; 4) substytucja reszty L-lizyny dodatnio natadowang
resztg L-argininy w zaleznosci od miejsca, zaréwno dla liniowych, jak i cyklicznych form

lipopeptyddw.



Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze wszystkie z badanych struktur
wykazywaly aktywno$é przeciwdrobnoustrojowg. Poréwnujac otrzymane zwigzki pod
wzgledem ich struktury zauwazono, Ze cyklizacja prowadzita do uzyskania podobnej
aktywnosci wobec szczepdw Gram-dodatnich. W przypadku natomiast bakterii
Gram-ujemnych, te okazaly sie by¢ bardziej oporne na lipopeptydy niz bakterie Gram-dodatnie
i grzyby, co potwierdzito wczesniejsze badania nad lipopeptydami, prowadzone przez grupe
Profesora Kamysza. Dodatkowo, lipopeptydy cykliczne wykazywaty zauwazalnie nizszg
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg niz analogi liniowe (nawet czterokrotnie). Wartosci MIiC
lipopeptydéw wobec szczepéw Gram-ujemnych miescily sie w zakresie od 8
do 512 pg/ml. Autor wykazat réwniez, Ze wprowadzenie w strukture zwigzku reszty argininy
skutkuje obnizeniem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, zwtaszcza w przypadku analogéw
cyklicznych i wzgledem bakterii P. aureginosa. Analizujgc z kolei aktywnos$é przeciwgrzybiczg
mgr Damian Neubauer stwierdzit, Ze podstawienie lizyny resztg(ami) argininy indukuje efekt
zalezny od pozycji substytuc;ji.

Nowe zsyntetyzowane struktury cykliczne krétkich kationowych lipopeptydéw okazaty
sig ponadto posiadaé zdolno$é do eradykacji biofilmu szczepéw Candida zdecydowanie silnigj
niz w przypadku analogéw liniowych, jednak poza zwigzkami o tadunku wypadkowym +3,
wskazujgc ponownie na powage tego elementu.

Interesujgcym  wynikiem  byto  wskazanie  wszystkich  zaprojektowanych
i zsyntetyzowanych w ramach pracy cyklicznych krétkich kationowych lipopeptydéw jako
zwigzkow o istotnie zredukowanych wilasciwosciach cytotoksycznych wzgledem linii
prawidiowych keratynocytéw (HaCaT) czy ludzkiej linii komérkowej gruczolakoraka szyijki
macicy (HeLa S3) w poréwnaniu do struktur liniowych. Natomiast wptyw cyklizacji na hemolize
wydaje sie by¢ zalezny od lokalizacji reszt(y) argininy.

Zaletg tej czesci omawianej pracy mgr Damiana Nuebauera jest fakt zastosowania
techniki mikroskopii fluorescencyjnej (FM) i transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
celem wizualizacji zaburzen komoérek Candida, indukowanych dziataniem wybranych
lipopeptyddéw cyklicznych. Przeprowadzone badania pozwolity wysuna¢ wniosek, ze zaden
z cyklicznych koniugatéw peptydow nie powodowat uszkodzenia $ciany komorkowej,

przeciwnie — mialy miejsce rozpad cytoplazmy i organelli komérkowych.

Reasumujgc, podjeta przez Doktoranta tematyka pracy w petni wpisuje sie w aktualne
kierunki badan wspotczesnej chemii medycznej, ale takze farmakologii. Ponadto ma ogromne
znaczenia poznawcze i stanowi doskonate zrédio wiedzy, ktére dalej moze byé skutecznie
wykorzystane w projektowaniu nowych efektywnych i bezpiecznych zwigzkéw
lipopeptydowych o wymaganych wiasciwosciach fizykochemicznych i aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowe;.



Na szczegolna uwage zastuguje réwniez dorobek naukowy Doktoranta, gdzie obok
nagrod i stypendidw, jak réwniez udziatu w wielu konferencjach i sympozjach naukowych
o0 zasiggu krajowym i miedzynarodowym, mgr Damian Neubauer jest autorem lub
wspotautorem 25 publikacii z listy czasopism Journal Citation Report oraz 5 publikacji spoza
listy JCR, przy czym catkowity Impact Factor osiggniety przez Autora wynosi 84,90, zas Indeks
Hirscha H = 9. Wprawdzie Doktorant jedynie w 7 z prac jest pierwszym autorem, nie umniejsza
to jednak ogromu pracy naukowej, jego wszechstronnosci i zaangazowaniu w samorozwdj.
Istotnie bowiem Doktorant musiat wykazac¢ sie nie tylko dobrymi podstawami teoretycznymi,
ale rowniez doswiadczeniem w pracach syntetycznych, analitycznych i biologicznych.

Z kolei majgc na uwadze niniejszag dysertacje, chciatabym zauwazy¢, ze wyniki badan
ja stanowigcych zostaly opublikowane w trzech publikacjach oryginalnych o facznym
wspotczynniku Impact Factor 12,379. We wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym
autorem, zas jego udziat procentowy zdecydowanie wskazuje na wiodgca role zaréwno
w opracowaniu koncepcji, wykonaniu badan, jak réwniez w analizie i interpretacji uzyskanych

wynikow i ostatecznie postawieniu wnioskéw koncowych.

Pomimo, iz prace wchodzgce w skiad ocenianej rozprawy doktorskiej mgr Damiana
Neubauera zostaly juz ocenione przez niezaleznych ekspertéow danego czasopisma,
z obowigzku recenzenta mam kilka drobny uwag i pytan, cho¢ i te ostatecznie nie majg wptywu
na wysokg warto$¢ merytoryczng niniejszej pracy. Niemniej jednak:

1. W pracy wskazano, iz wykonane zostaly badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
surfaktantéw gemini w obecno$ci réznego stezenia surowicy ludzkiej w zaleznosci od
czasu inkubacji. W tym miejscu chciatabym zapytaé, jakim kryterium kierowat sie
Doktorant wybierajac wskazane w pracy wartosci stezenia surowicy? Ponadto prosze
o informacje co bytlo powodem wyboru surowicy zamiast osocza? Dlaczego Doktorant
nie wykonat badania poréwnawczego surowica vs. osocze majgc na uwadze fakt, iz
w obu przypadkach majg miejsce istotne réznice w aspekcie rodzaju zaangazowania
enzymow degradujgcych, kitdre dalej mogg wplywaé¢ na trwato$é czy aktywnosé

biologiczng badanego zwigzku.

2. Podobne uwagi tyczg sie badan stabilnosci enzymatycznej w surowicy krwi (praca 2
i 3). Tu jednak dodatkowym istotnym elementem wydaje sie wskazanie czasu
potowicznego rozpadu badanych zwigzkéw oraz potencjalnych produktéw degradacii.

Stad moje pytanie czy Doktorant dysponuje takimi wynikami?

3. Wybrane zwigzki badane bylty pod katem zdolnosci przenikania btony bakteryjnej

E. coli w zalezno$ci od czasu. Dlaczego nie zastosowano w doswiadczeniu zmiennego



parametru wartosci pH, ktoére samoistnie moze wplywaé na zywotno$é organizmu

drobnoustroju?

. W pracy charakteryzujgcej surfaktanty gemini (praca nr 2) w podrozdziale opisujgcym
wyniki aktywnosci przeciwbakteryjnej w obecnosci okreslonego stezenia surowicy,
Doktorant btednie wskazuje, iz badania przeprowadzone byly celem okreslenia wptywu
wigzania lipopeptydu z biatkami surowicy na jego aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojows.
Takie badania nie zostaty przeprowadzone, natomiast w tek$cie wprowadzone zostaty
jedynie domniemania dot. obserwowanego spadku aktywnosci wraz ze wzrostem

stezenia serum.

. Czy wedtug Doktoranta otrzymane rodzaje zwigzkdéw mogg by¢ zastosowane w

klinice? Jesli tak, jaka bytaby preferowana droga podania?
. W pracy odnalez¢ mozna drobne btedy interpunkcyjne, np. ,zaréwno....., jak i".

. Wydaje sie¢ poprawnym stwierdzenie ,blona komodrkowa grzyba” zamiast ,blona

grzybowa” (str. 36 dysertacji).

WNIOSEK KONCOWY

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska

mgr Damiana Neubauera pt. "Synteza i badanie aktywnoSci biologicznej liniowych

i cyklicznych lipopeptydoéw"” spetnia wymagania ustawowe dotyczace rozpraw

doktorskich, okreslone przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce (Dz.U. z 2020 r., poz. 85 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnosze

do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

o dopuszczenie mgr Damiania Neubauera do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majagc na uwadze zaprezentowanie przez Doktoranta wysokiego

poziomu merytorycznego, obszerny interdyscyplinarny zakres przeprowadzonych

badan oraz publikowanie wynikéw pracy w formie trzech bardzo wartosciowych

publikacji, jak rowniez istothe znaczenie poznawcze uzyskanych wynikow, wnioskuje

do Wysokiej Rady o wyréznieni rozprawy doktorskiej mgr Damiana Neubauera.

Zaktad Farmakodynamiki
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Imie 1 nazwisko
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszy zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o wyr6znienie
przedmiotowej rozprawy doktorskie;j.
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