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Ocena

rozprawy doktorskiej P. mgr chem. Katarzyny Joanny Pauter-Iwickiej — doktorantki

w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

— pt. ,,Badanie molekularnych mechanizméw biotransformacji antybiotykéw dla potrzeb diagnostyki

biomedycznej”
wykonanej pod kierunkiem Prof. zw. dr hab., dr h.c. Bogustawa Buszewskiego, czl. rzecz. PAN,

przy wspéludziale promotora pomocniczego dr Viorici Railean

Oceniana praca pochodzi z torunskiego osrodka naukowego, z Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu z Katedry Chemii Srodowiska i Bioanalityki Wydziatu Chemii kt6ra kierowat od 1994 r. Prof. zw.
dr hab., dr h.c. Bogustaw Buszewski, promotor dysertacji doktorskiej, co zapewnia, ze poziom naukowy tej
rozprawy jest bardzo wysoki i co w pelni potwierdza jej lektura. Dysertacja doktorska zawiera pie¢ prac
naukowych, w czterech z nich doktorantka jest pierwszym autorem. Wszystkie prace sg zredagowane w
Jj¢zyku angielskim, co moze sprzyjac¢ adaptacji wynikéw przez swiatowg spotecznos$¢ naukows. Rezultaty sg
wynikiem eksperymentéw przeprowadzonych przez P. mgr chem. Katarzyng Joanng Pauter-Iwickg w czasie
Jej Studiéw Doktoranckich na UMK w Toruniu. Prace te byly opublikowane w migdzynarodowych
specjalistycznych czasopismach z listy filadelfijskiej: Molecules, Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, Electrophoresis, Journal of Clinical Medicine, Applied Microbiology and Biotechnology o
uznanym poziomie naukowym, o czym moga swiadczy¢ sumaryczne, naukometryczne parametry tych prac,
a mianowicie: Impact Factor (IF) = 22,617 oraz punkty MEIN = 550. Na uwage zastuguje fakt, ze
dysertacja doktorska powstata w wyniku realizacji projektu Preludium 19 o nr 2020/37/N/ST4/02358
finansowanego z Narodowego Centrum Nauki. Cz¢$¢ badan wspotfinansowana byla takze w ramach

projektu Opus 11 nr 2016/21/B/ST4/02130, a takze Opus 19 nr 2020/37/B/ST4/02136 finansowanych z



Narodowego Centrum Nauki oraz z Grantéw Miodych 0 nr 2092/2019) 49212020 1 PDB/ graméw

wydziatowych pochodzacych ze srodkéw Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

I wreszcie nie ulega watpliwosci, ze opublikowanie na przestrzeni trzech lat pieciu do§wiadczalnych
prac z dziedziny chromatografii i technik separacyjnych, o deklarowanym przez Doktorantke w stosownym
oswiadczeniu (na str. 137) Jej udziale w ich realizacji polegajacym na wspdtuczestnictwie: w opracowaniu
koncepcji badan, zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen, opracowaniu i interpretacji uzyskanych
wynikow, a takze przygotowaniu wstepnych wersji manuskryptéw dowodzi bardzo duzego wktadu pracy,
czasu 1 naukowych umiejgtnosci P. mgr chem. Katarzyny Joanny Pauter-Iwickiej oméwionych dokladniej
ponizej.

We wprowadzeniu do rozprawy Doktorantka opisala rolg biomarkeréw, ktére w przysztosci moglyby
odegra¢ wazng role we wczesnej, nieinwazyjnej diagnostyce zakazen bakteryjnych i podkreslita jak
niezwykle istotne byloby zidentyfikowanie jednego czutego markera, ktérego oznaczenie i identyfikacja w
prébee ulatwilyby potwierdzenie i interpretacj¢ zakazenia bakteryjnego. Stusznie zauwazyla, ze obecnie w
dobie narastajgcej antybiotykoopornos$ci, prosta, szybka i tania identyfikacja zakazenia bakteryjnego oraz
okreslenie odpowiedzi na antybiotyki sgq niewatpliwie niezbedne do optymalizacji terapii indywidualnego
pacjenta oraz zmniejszenia ryzyka wystapienia zjawiska opomosci. Dodam, ze réwniez coraz czgsciej
wystepujacej sepsy wérdd pacjentdw leczonych w warunkach szpitalnych. Z tych powodéw, niezwykle
istotne jest poszukiwanie nowych lekéw oraz nowych sposobdéw postawienia wlasciwe] diagnozy i
zastosowania odpowiedniego skutecznego leczenia i farmakoterapii.

Nadrzednym i slusznie okredlonym celem rozprawy doktorskiej bylo vpracowanie nowej procedury
analitycznej pozwalajacej na oceng wartosci terapeutycznej i przydatnoscei lekow przeciwbakteryjnych i ich
metabolitow jako wyznacznikow antybiotykoopornosci w oparciu o analize profili bialkowych i
metabolicznych. Wyszczegdlnione cele badawcze, podczas realizacji kolejnych etapéw eksperymentéw sg
okreélone prawidtowo i w sposéb logiczny zaplanowane. Podczas realizacji badan Doktorantka w kolejnych
etapach realizowata nast¢pujace cele:

- dobér warunkéw separacji wybranych antybiotykéw i ich metabolitéw z zastosowaniem chromatografii
cieczowej;

- oznaczenie i identyfikacje wybranych antybiotykéw i ich metabolitéw w prébkach moczu ludzkiego za
pomocy elektroforezy kapilarnej;

- ocene skutecznosci wybranych antybiotykéw wobec bakterii tworzacych biofilm z zastosowaniem
elektroforezy kapilarnej i technik pokrewnych;

- identyfikacje mikrobiomu §liny cztowieka i monitorowanie zmian profilu molekularnego pod wplywem
wybranych antybiotykow.

Podczas realizacji eksperymentow Doktorantka dokonata wyboru prawidtlowych narzedzi
badawczych i technik instrumentalnych. Pani mgr chem. Katarzyna Joanna Pauter-Iwicka podczas
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eksperyment6w zastosowata m.in. wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg (HPLC) z detektorem z

matrycg fotodiodowg (DAD); elektroforeze kapilarng (CE) z detektorem DAD oraz sprz¢zong z

tandemowym spekirometrem mas (CE-MS/MS); spektrometric mas z jonizacja/desorpcja laserowa
wspomagang matrycg oraz analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF MS) a takze stosowala mikroskop

fluorescencyjny, skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) oraz pomiar potencjatu zeta.

Trafnie 1 szczegélowo zostal opisany przez Doktorantke problem badawczy, ktory stanowig
popularmne grupy antybiotykdéw m.in. B-laktamy, makrolidy, tetracykliny, chinolony, aminoglikozydy,
sulfonamidy i glikopeptydy, oksazolidynony. Przyklady lekéw przeciwbakteryjnych z poszczegdlnych grup,
a takze struktury chemiczne zostaty przez nig scharakteryzowane i zestawione w tabeli 1. Ze¢ wzglgdu na
silng aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg antybiotykow niezwykle istotna jest analiza mechanizméw tego
zjawiska. Jak stusznie zauwazyla Doktorantka mechanizm antybakteryjny jest niezwykle zréznicowany i nie
ma jednej uniwersalnej interpretacji dzialania wszystkich antybiotykéw. Popularno$é stosowania zwigzkow
przeciwbakteryjnych w farmakoterapii zawdzieczajg one swojemu selektywnemu dzialaniu na komorki
bakteryjne i jednoczesnemu braku dziatania na komorki zwierzece. Oczywiscie zwigzane jest to z ich
budows, wlasciwosciami fizykochemicznymi oraz przebiegajacymi szlakami metabolicznymi
odpowiadajgcymi za mechanizm antybakteryjny. Pani mgr chem. Katarzyna Joanna Pauter-Iwicka
przedstawila docelowe miejsca dziatania poszczegdlnych grup antybiotykdw wraz z ich przyktadami a takze
szczegbtowo opisala mechanizmy dziatania zwigzkéw przeciwbakteryjnych: blokowanie poprzez
zahamowanie syntezy $ciany komdrkowej bakterii; hamowanie poprzez zaburzenie metabolizmu komorki;

oddziatywanie na strukture btony cytoplazmatycznej; hamowanie syntezy bialek; hamowanie transkrypcji
oraz replikacji kwasu DNA.

Docelowym miejscem dziatania antybiotykow moze by¢ $ciana komorkowa, ktérej synteze na
réznych etapach powstawania one zaburzajg. Doktorantka opisala istot¢ dziatania przeciwbakteryjnego
wybranych lekéw (m.in. B-laktaméw, glikopeptyddw oraz fosfomycyny), ktéra polega na hamowaniu
tworzenia mostkow tgczacych podjednostki peptydoglikanu w integralng calo$é. Proces ten katalizowany
jest przez enzymy bakteryjne zwane biatkami wiazacymi penicyliny (ang. Penicillin Binding Proteins,
PBP), zlokalizowane w blonie komoérkowej bakterii, ktére wiagza antybiotyk. W wyniku trwalego zwigzania
z antybiotykiem, funkcja enzymdow (PBP) zostaje zablokowana, a w konsekwencji dojrzewanie i podzialty
komorkowe zostajg zahamowane. W tej czeSci dysertacji opisala réwniez antybiotyki (sulfonamidy,
trimetoprym), ktére moga réwniez wplywaé na aktywnos$¢ waznych szlakéw metabolicznych w koméree.
Jednym z najbardziej znanych przykladéw jest hamowanie syntezy kwasu foliowego, co prowadzi do
zaburzenia syntezy DNA. W opisie zinterpretowata rowniez mechanizm dzialania $rodkéw
przeciwbakteryjnch z grupy polimyksyn, ktére wptywaja na rozpad btony komoérkowej i zwigkszenie jej

przepuszczalnosci dla jondéw, co w konsekwencji skutkuje utratg jej szczelnosci. A takze daptomycyny,
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ktérej mechanizm dziatania Polega na Jej nieodwracalnym Wiqzaniu Si? Z bionq KOHI(’)IKOWQ bakteril Gram-

dodatnich, w obecnosci jonéw wapnia, czego efektem jest tworzenie kanaléw prowadzacych do
depolaryzacji blony komdrkowej i wyplywu potasu oraz innych jonéw z wnetrza komérki, co z kolei

powoduje zniszezenie blony protoplazmatycznej i powaznego zaburzenia syntezy makroczgsteczek.

Zazwyczaj czasteczki lekéw (m.in. aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy oraz tetracykliny)
wigzg si¢ z r6znymi czasteczkami biatka rybosomalnego lub czgsteczkami rybosomalnego RNA zaréwno w

podjednostce 308, jak 1 50S, powodujac §mieré komorki. Natomiast chinolony i ich pochodne, takie jak
fluorochinolony (leki IT 1 IIT generacji) zaburzajaeyeh synteze DNA. Antybiotyki te sa specyficznymi

inhibitorami domen ligazowych topoizomerazy II (gyrazy) oraz domen topoizomerazy IV.

W czesci rozprawy doktorskiej opisujacej antybiotykooporno§¢ Doktorantka przedstawita
molekularne mechanizmy opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe u bakterii. Bardzo trafnie w
rozprawie doktorskiej postugiwala si¢ odnosnikami literaturowymi. W wykazie bibliografii znajduje sie 45
pozycji literaturowych; wiekszos¢ z nich to publikacje anglojezyczne oraz rozdzialy monograficzne z
ostatnich dziesigciu lat. Acar i Moulin zaproponowali klasyfikacje, w ktérej wyrézniono nastgpujace
mechanizmy opornosci na leki przeciwbakteryjne: 1) efflux — usuwanie antybiotyku z komoérki bakteryjnej
przy pomocy pomp biatkowych; 2) zmniejszenie przepuszczalnosci blony komorkowej bakterii; 3)
modyfikacja antybiotyku w jego nieaktywnej formie z udzialem enzymoéw wytwarzanych przez bakterie;
mogg one zmienia¢ antybiotyk wewnatrz lub na zewnatrz komérki bakteryjnej, eliminujgc jego dziatanie
przeciwbakteryjne; 4) zmiana celu dziatania antybiotyku, zmniejszajgca jego powinowactwo do niego; 5)
mutacje bakteryjne skutkujace eliminacjg bakterii opornych na antybiotyk; 6) wystepowanie mieszanej

populacji bakterii wrazliwych i opornych na antybiotyki.

W kolejnej czesci dysertacji doktorskiej Pani mgr chem. Katarzyna Joanna Pauter-Iwicka
przedstawila koncepcje metabolizmu antybiotykéw w watrobie i opisata metody oznaczania antybiotykow i
ich metabolitow. W pierwszej publikacji przegladowej [P1] wigczonej do rozprawy zatytulowanej
»Determination and identification of antibiotic drugs and bacterial strains in biological samples” opisano i
szczegdlowo przedyskutowano dotychczasowo stosowane techniki do oznaczania antybiotykéw a takze
zestawiono najczesciej wykorzystywane warunki chromatograficzne oraz elektroforetyczne w zalezno$ci od

grupy oznaczanych antybiotykéw oraz matrycy, z ktorej zostaly one wyizolowane.

Badania przeprowadzone przez Doktorantke w ramach prac [P2] oraz [P3] umozliwily opracowanie
metod do jednoczesnego oznaczania srodkOw przeciwbakteryjnych oraz ich metabolitéw z réznych grup
terapeutycznych z zastosowaniem odpowiednio chromatografii cieczowej oraz elektroforezy kapilarne;.

Dalszym etapem badafi byta ocena skuteczno$ci dziatania antybiotykéw wobec bakterii tworzacych biofilm.



W pracach [P4] oraz [P5] opisala monitorowanie zmian zachodzgcych w profilach molekularnych

mikrobiomu §$liny cztowieka pod wptywem réznych antybiotykoterapii.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania pozwolity Pani mgr chem. Katarzynie Joannie

Pauter-Iwickiej na sformulowanie trafnych wnioskoéw:

1. Wyniki uzyskane w pracach [P1]-[P5] moga by¢ szczegdlnie przydatne w antybiotykoterapii.
Wdrozenie proponowanych metod do oznaczania ludzkich prébek klinicznych, daje mozliwos$¢ oceny

skutecznosci antybiotykéw, co moze by¢ korzystne dla optymalizacji indywidualnych terapii.

2. Opracowana metoda CE-ESI-MS/MS, ze wzglgdu na wysokg czwtos¢, precyzje i powtarzalno$é,

moze by¢é z powodzeniem zastosowana w analizie przesiewowej u pacjentdéw w celu wyeliminowania
kombinacji lekéw, ktére nie sg zalecane do jednoczesnego stosowania. Do$wiadczenia te mogg takze by¢é

wykorzystane w laboratoriach kryminalistycznych.

3. Elektroforeza kapilarna jest przydatnym narzedziem w charakterystyce biofilmu. Zastosowanie tej
techniki umozliwia obserwacj¢ zmian ruchliwosci elektroforetycznej i stabilnoéé uktadu komorek
bakteryjnych traktowanych i nietraktowanych antybiotykami z r6znych klas (amoksycylina, gentamycyna,

metronidazol).

4. Komérki bakteryjne traktowane antybiotykiem wykazaly wzrost oddziatywania elektrostatycznego
pomiedzy komoérkami bakteryjnymi a antybiotykami oraz wigksza stabilno$¢ ukladéow i wiekszg

homogennos¢.

5. Komorki bakteryjne w glgbszych warstwach biofilmu sg w stanie dostosowaé sie do $rodowiska i

naby¢ mechanizmy opornoéci w wyniku dziatania mechanizméw molekularnych.

6. Antybiotyki, w tym B-laktamowy (amoksycylina) i aminoglikozydowy (gentamycyna) dziatajac na
biofilm doprowadzily do degradacji syntezy $ciany komoérkowej, a takze do zaburzenia macierzy
zewngtrzkomoérkowej substancji polisacharydowych otaczajgcych biofilm (EPSs) oraz zahamowania biatek

rybosomalnych i zaburzenia transkrypcji.

Zjawisko to jest skorelowane réwniez z wyzsza wartoscig bezwzgledna potencjatu zeta i mniejsza

iloscig zarejestrowanych sygnatow z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej.

7. Zaproponowany mechanizm dzialania badanych antybiotykow (amoksycylina, gentamycyna,
metronidazol) na tworzenie biofilmu, zwigzany jest ze zjawiskiem zlepiania (forma agregacji) i degradacji,

co w znacznym stopniu moze utatwié leczenie zakazen bakteryjnych zwigzanych z biofilmem.



8. Wyst@pujq istotne rdznice miqdzy mikrobiomem s’liny pacjentéw Ieczonych oraz nieleczonych

antybiotykami. Mikrobiom pacjentéw podanych antybiotykoterapii charakteryzuje si¢ wigksza

réznorodnoscig bakterii.

9. Stosowanie antybiotykoterapii ma duzy wplyw na profil biatkowy identyfikowanych
mikroorganizméw, a w konsekwencji na mikrobiom pacjenta. Dodatkowo uzyte podloze do identyfikacji
bedzie odgrywaé kluczowa role w identyfikacji mikrobiomu. Poza tym, zaproponowane w pracach [P1-P5]

podejscia umozliwiaja, potwierdzenie diagnozy lekarskiej, a takze monitorowanie leczenia choréb

bakteryjnych poprzez zastosowanie u pacjentow specyficznej dla danego gatunku bakteril terapii
przeciwdrobnoustrojowej. Ponadto zaprezentowane badania mogg by¢ baza do opracowania metod
umozliwiajacych szybsza diagnostyke i wykrywanie zmian chorobowych na poziomie komérkowym przed
wystgpieniem zmian o podtozu klinicznym. Reasumujgc mozna stwierdzi¢, ze wszystkie przedstawione w
rozprawie doktorskiej badania obejmujg zagadnienia zwigzane z mikrobiologia, chemia, medycyna i
farmacjg, co stanowi o ich interdyscyplinarnym podej$ciu. Dlatego wiedza uzyskana podczas realizacji
badan moze byé wykorzystana w rutynowych badaniach klinicznych do kontrolowania zjawiska

antybiotykoopornosci.

Rozprawe zamykajg kopie publikacji prac sktadajacych si¢ na rozprawe. Warto dodaé, ze przeglad
prac w pelni potwierdza ich dobre opracowanie teoretyczne i do§wiadczalne oraz trafng ilustracje wywodow

materiatami tabelarycznymi i graficznymi.

Zgodnie z wykazem naukowym zamieszonym na str. 132-136 rozprawy doktorskiej Pani mgr chem.
Katarzyna Joanna Pauter-Iwicka jest wspoOlautorem dziesigciu publikacji oraz pigciu rozdzialow w
monografiach (m.in. w Handbook of Bioanalytics, Springer 2022). Doktorantka brafa réwniez czynny udziat
w dziewieciu konferencjach naukowych. Na szczegdlng uwage zasluguja jej zdolnosci do kierowania
zespotami i umiejetno$¢ wspdlpracy podczas realizacji trzech grantéw naukowych (w ktérych pelnila
funkcje kierownika projektdw): Grantem Preludium 19 finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki oraz
dwoma Grantami Mtodych Naukowcéw. Warto podkresli¢ réwniez fakt, ze Doktorantka odbyta zagraniczny
staz badawczy w Szwecji w Instytucie Karolinska na Wydziale Biochemii Medycznej i Biofizyki w
Sztokholmie w ramach projektu PROM - Miedzynarodowej wymiany stypendialnej doktorantéw i kadry
akademickiej na UMK (17.08.2021 r. - 06.09.2021 r.).

Chyba teraz jest miejsce na omoéwienie drobnych edytorskich uchybien zawartych w rozprawie. Na
stronach 5 i 6 znajduje si¢ tabela 1 z nastgpujacymi nagtéwkami kolumn ,,pK.coon” 1 ,,pKnus+”. W zdaniu
nad tabelg Doktorantka napisata ,,Przyklady lekéw przeciwbakteryjnych z poszczegolnych grup, a takze
struktury chemiczne oraz stale dysocjacji zostaly przedstawione w tabeli 1.”. Prosz¢ o wyjasnienie i

doprecyzowanie jakie dane zostaly zawarte w/w kolumnach tabeli 1.
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Podsumowujgc niniejsza oceng¢ jestem gleboko przekonany, ze rozprawa doktorska P. mgr

chem. Katarzyny Joanny Pauter-Iwickiej pt. ,,Badanie molekularnych mechanizmow biotransformacji

antybiotykéw dla potrzeb diagnostyki biomedycznej” i jej dorobek naukowy sg na wysokim poziomie i
calkowicie spelniaja ustawowe wymogi Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i
nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6z. zm.) i dlatego wnosze wniosek do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu oraz powolanej przez Nig
Komisji Doktorskiej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na liczbe publikacji, interdyscyplinarne podejscie przedstawionych do oceny
badan, ktére obejmujg zagadnienia zwigzane z mikrobiologia, chemig, medycyna i farmacja oraz
maj3a znaczenie praktyczne, gdyz moga stanowi¢ baze¢ do opracowania metod umozliwiajgcych
szybszg diagnostyke¢ i wykrywanie zmian chorobowych na poziomie komérkowym przed
wystapieniem zmian o podlozu klinicznym oraz moga by¢é wykorzystane w rutynowych badaniach
klinicznych do kontrolowania zjawiska antybiotykoopornosci wnosze wniosek do Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu oraz powolanej

przez Nia Komisji Doktorskiej o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

Uniwersyte ,'.1 dyczny w Lt ti‘niu

/(/ﬁbuf ‘ /.M/VQ

sz Tuzimski

Lublin, 11 lipca 2023 r. Prof. dr hab. Tomasz Tuzimski






