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Praca doktorska mgr Katarzyny J. Pauter-Iwickiej powstata w ramach préb rozwigzywania
probleméw medycznych zwigzanych z diagnostyka i terapig choréb bedacych efektem infekcji
bakteryjnych organizmu czlowieka. Biorgc pod uwage fakt, iz wlasciwa terapia jest mozliwa dopiero
jako pozytywny feedback wiasciwej diagnostyki, podstawowym problemem jest jednoznaczne
okreslenie rodzaju patogenu, a nastepnie identyfikacja specyficznych zmian metabolicznych w
organizmie cztowieka, charakterystycznych dla danego zakazenia, poprzez ocen¢ biomarkerow
chorobowych. Nie jest to jednak proste ze wzgledu na coraz szersza game patogenow ingerujgcych w
funkcjonowanie organizmu czlowieka oraz indywidualng odpowiedz gospodarza na infekcje. Ponadto
aspekt efektywnosci dziatan medycznych jest bezposrednio zalezny od szybkosci i efektywnosci
diagnostyki oraz minimalizacji inwazyjnosci tejze diagnostyki. Zwigzane jest to z koniecznoscia
poszukiwania markeréw bakterii patogennych lub markeréw zmian metabolicznych w plynach
ustrojowych pacjenta, najkorzystniej w $linie lub moczu, ewentualnie w krwi. Nalezy podkresli¢, ze
bardziej jednoznaczne i nieco prostsze jest poszukiwanie markeréw indywidudéw chorobotwérczych,
chociaz biorgc pod uwage pojawiajacy sie coraz czeSciej problem ko-infekcji staje si¢ to takze
wyzwaniem. W konsekwencji powyzszych probleméw przedstawiona do recenzji praca doktorska
dotyszy oprasewania nowysh mozlivwodci diagnostycznych orarn ocony wvartodci torapcutyconoj i
przydatnosci lekéw przeciwbakteryjnych i ich metabolitéw, w tym réwniez jako wyznacznikéw
antybiotykoodpornosci w oparciu o analiz¢ profili biatek oraz analiz¢ zmian metabolicznych z
wykorzystaniem nowoczesnych procedur analitycznych.

Nalezy podkresli¢, ze problem diagnostyczno-terapeutyczny w chorobach infekeyjnych bedacy
tematem pracy doktorskiej uwidocznil si¢ szczegdlnie w ostatnich latach na okolicznos$é pandemii
SARS-COVID-2, ktéra pokazala, ze postawienie szybkiej diagnozy i zastosowanie wlasciwej terapii w
przypadku infekcji, w tym konkretnym przypadku infekcji wirusowej, byto elementem kluczowym
pozwalajacym czesto na uratowanie zycia pacjenta. Bylo to bardzo jednoznaczne w przypadkach, kiedy
pacjenci przyjmowani do szpitala z podobnymi podstawowymi zmianami metabolicznymi w
konsekwencji dzielili si¢ na tych, ktérzy przezywali chorobe i tych ktérzy umierali. Uwaza sie zatem
obecnie, ze szybka jednoznaczna diagnostyka i wezesna efektywna terapia sg podstawowym elementem

dajacym szanse choremu na powr6t do zdrowia. Jest to tym bardziej istotne, ze coraz czes$ciej mowi sie
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o opornosci drobnoustrojéw na terapig, natomiast indywidualizacja terapii jest mozliwa tylko w
przypadku wiasciwej i szybkiej diagnostyki oraz oceny indywidualnych zmian metabolicznych
zachodzacych w trakcie infekeji i terapii.

W konsekwencji, wychodzac naprzeciw potrzebom analitykéw medycznych i lekarzy,
przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy opracowania nowych procedur analitycznych
majacych na celu szerszg i skuteczniejsza diagnostyke oraz oceng wartosci terapeutycznej i przydatnosci
lekéw przeciwbakteryjnych i ich metabolitéw jako wyznacznikéw antybiotykoodpornosci w oparciu o
analize profili biatek i w konsekwencji analize zmian metabolicznych w organizmie chorego.

Analizujac, na podstawie publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, kolejnos¢
dziatan naukowych Doktorantki nalezy potwierdzi¢ Jej bardzo racjonalne podejscie do rozwigzania
wskazanego problemu rozpoczynajace si¢ od analizy literatury dotyczacej postawionego do rozwigzania
zagadnienia, a widoczne w postaci obszernej pracy przegladowej zamieszczonej w Molecules, a
zatytutowanej ,,Determination and Identification of Antibiotic Drugs and Bacterial Strains in Biological
Samples”. Praca wprowadza czytajacego w problemy antybiotykoterapii, ze zwr6ceniem uwagi nie tylko
na dziatanie i potrzebe monitorowania zwigzku biologicznie aktywnego wprowadzanego do organizmu
chorego jako lek, ale takze na skutki metabolizmu antybiotyku z powstawaniem czgsto réwniez
aktywnych biologicznie metabolitéw, ktére mogg jednak takze zaburza¢ ogolnoustrojowy metabolizm
pacjenta. Autorka prezentuje rodzaje stosowanych antybiotykéw i ich metabolizm oraz aktywnos¢
antybakteryjng obu grup zwigzkéw (antybiotykow i ich metabolitow). Wskazuje réwniez, co jest bardzo
istotne, opornos¢ réznych szczepéw chorobotworezych na te zwiazki. Kolejnym elementem pracy jest
przedstawienie roznych sposobéw identyfikacji oraz oznaczenia ilosciowego zardwno antybiotykow jak
i ich metabolitéw zaczynajac od klasycznych metod mikrobiologicznych i technik analitycznych, w tym
oznaczefi immunologicznych, ale takze technik migracyjnych, w tym glownie chromatograficznych ze
wskazaniem istotnych dla analiz w materiale biologicznym limitow oznaczalnosci. W konsekwencji
Autorka wyjasnia potrzebe monitorowania jako$ciowo-ilosciowego nie tylko antybiotyku, ale rowniez
jego metabolitéw, pamietajgc, ze ich poziom w organizmie chorego jest znaczaco nizszy niz
wprowadzanego leku, co determinuje dodatkowe problemy analityczne. W przypadku oceny ilosciowej
obu rodzajéw indywiduéw chemicznych wymagana jest zatem stosownie czula aparatura i oczywiscie
dopracowana metodologia przeprowadzenia analizy. Przedstawiona praca jest rodzajem kompendium
wiedzy dotyczacej problemu identyfikacji drobnoustrojow oraz koniecznoéci i sposobu monitorowania
larmakoterapil przydatncgo obecenic juz nis tylko dla chemikéw, ale réwniez dla analitykdw
medycznych.

Konsekwencja w/w przemySlert bylo zaproponowanie w kolejnych pracach wiaczonych do
rozprawy doktorskiej w miarg prostych i stosunkowo szybkich metod oznaczania antybiotykéw oraz ich
metabolitéw z réznych grup strukturalnych w materiale biologicznym pochodzacym od chorego. Biorgce
pod uwage, Ze matryca biologiczna jest bardzo ztozona Autorka przede wszystkim postanowiia
skoncentrowaé sie na doborze warunkéw separacji wybranych preparatéw i ich metabolitéw
przeciwbakteryjnych z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
diodowym (HPLC-DAD). W dalszej kolejnoséci pokazata opracowanie i zwalidowanie nowej metody
analitycznej do jednoczesnej analizy antybiotykéw i ich metabolitéw w ludzkim moczu. Do oznaczenia
i identyfikacji badanych analitéw zastosowata elektroforeze kapilarng (CE) polaczong z tandemowa
spektrometria mas (MS/MS). Natomiast, za pomocg CE-DAD zbadata wptyw réznych warunkéw
analitycznych (sktad, st¢zenie i wartos¢ pH buforu separacyjnego, czas i ci$nienie iniekcji, temperatura



kapilary oraz wplyw modyfikatora organicznego) na migracj¢ i rozdzielenie antybiotykéw i ich
metabolitow.

W kolejnych etapach pracy Doktorantka dokonata rozdziatu jedenastu antybiotykéw i dziesigciu
metabolitéw za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem réznych faz
stacjonarnych oraz wykorzystaniem programu ChromSword do optymalizacja parametréw elucji oraz
przewidywania warunkéw najlepszego rozdzialu badanych biologicznie zwigzkéw aktywnych oraz
podejscie QSRR w celu uzyskania wiarygodnych informacji o wasciwosciach fizykochemicznych oraz
oszacowania wzglednej aktywnosci biologicznej grupy badanych analitow. Mgr K.J. Pauter-Iwicka
zastosowala réwniez rozbudowany aparat matematyczny do oceny deskryptoréw molekularnych i
strukturalnych. Niniejsze badanie Doktorantka przeprowadzita w celu okreslenia mozliwego wpltywu
$rodowiska szpitalnego na zmiany mikrobiomu pacjenta po 10 dniach hospitalizacji z antybiotykoterapia
lub bez niej. Dlatego tez w populacji pacjentéw poddanych antybiotykoterapii skupiono si¢ na zmianie
profilu, co pozwolilo na oddzielenie zmian wynikajacych z samej hospitalizacji od zmian
spowodowanych antybiotykoterapiz. W profilu pacjentéw poddawanych antybiotykoterapii,
Doktorantka wykazala m.in. wzrost réznorodnosci szczepOw patogendéw oraz pojawienie si¢ bakterii
kojarzonych typowo z pobytem chorego w szpitalu.

Biorgc pod uwagg, iz najczesciej pierwsza drogg przenikania drobnoustrojow do organizmu sa
drogi oddechowe i pokarmowe, Doktorantka zatozyla, ze analiza sktadu mikrobionu §liny moze
dostarcza¢ najwczesniejszych informacji o pojawieniu sie patogenu w organizmie i 0 poczynajgcym si¢
procesie chorobowym, co powoduje ze wilasnie analiza mikrobiologiczna §liny moze pozwoli¢ na
najszybsze wdrozenie celowanej terapii i dlatego tez wprowadzita do badan MALDI-TOF-MS, ktora
stanowi obiecujaca technike na duza skale, nie nadmiernie pracochtonna, szybka i pozwalajaca na
rejestracje odtwarzalnych profili molekularnych mikroorganizméw, zwlaszcza w §linie. Jednoczesnie
metoda wykorzystujaca w/w aparature pozwala na wykrywanie zmian chorobowych na poziomie
komérkowym, zanim wystapia zmiany kliniczne ogélnoustrojowe, co pozwala na szybkie wprowadzenie
celowanej farmakoterapii.

Ponadto uzyskane przez Doktorantke wyniki sugeruja, ze §ledzenie wewngtrzgatunkowej
zmiennosci proteomicznej w obrebie mikroorganizméw moze by¢ obiecujagcym narzedziem do
wykorzystania w przysziosci do badania skuteczno$ci stosowanej kuracji antybiotykowej oraz do
sprawdzenia, czy zakazenie jedno- czy wielopatogenowe, co decyduje o wprowadzeniu odpowiedniej
farmakoterapii. Ponadto, poniewaz na przestrzeni wielu lat wykorzystywania antybiotykéw do leczenia

infekeii baktervinych poiawil sie naturalny. bedacy wynikiem réznych czynnikéw. dodatkowy problem
terapeutyczny, a mianowicie lekooporno$é na patogeny. Aby szerokokatnie zrealizowa¢ cele pracy

doktorskiej i wysnu¢ realne wnioski Doktorantka przeprowadzita badania z zastosowaniem réznych
technik analitycznych, w tym m.in wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa z detektorem DAD,
elektroforeze kapilarng z detektorem DAD oraz z tandemowa spektrometrig mas; spektrometri¢ mas z
jonizacja/desorpcjg laserowag wspomagana matryca oraz analizatorem czasu przelotu; mikroskopig
fluorescencyjng i elektronowg oraz aparat do pomiaru potencjalu zeta (Zetasizer), co Swiadczy o Jej
doskonatym przygotowaniu analitycznym do prowadzenia badan naukowych.

W konsekwencji Doktorantka wygenerowata az 9 wnioskéw wskazujacych na dedykowanie
okres$lonych technik analitycznych konkretnym problemom diagnostyczno-terapeutycznym w
przypadku zakazen bakteryjnych. Wyciagniete wnioski pozwalaja wskaza¢ na zmiany metaboliczne
zachodzace w organizmie chorego jak i w organizmie patogenu, co jest bardzo istotne w przypadku
ratowania zycia zainfekowanego pacjenta.



Praca doktorska mgr Katarzyny J. Pauter-Iwickiej zawiera oméwienie zagadnien wyplywajacych
z 1 obszernej wprowadzajacej w zagadnienia pracy przegladowej oraz 4 prac eksperymentalnych
zawierajacych oméwienie wynikéw uzyskanych i opublikowanych przez Doktorantke, a ktérych
catkowity IF (5 prac) wynosi 22,617. Wskazuje to na wysokg jakos¢ wykonanych badan i publikacji, w
ktérych zostaty zamieszczone. W zwiazku z powyzszym w kontekscie Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r
Prawo o szkolnictwie wyzZszym i nauce, a w szczegblnosci artykuly i przepisy; O stopniach naukowych
i tytule naukowym wraz z uzupetnieniami, przedstawiona rozprawa w pehni speinia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosze¢ do Rady Dyscypliny Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Joanny Pauter-Iwickiej do dalszych
etapéw postepowania celem uzyskania stopnia doktora w dyscyplinie nauk chemicznych, dziedzina
nauki sciste i przyrodnicze.

Jednoczeénie biorac pod uwage ogrom przeprowadzonych badafi, wnioski z uzyskanych
wynikéw oraz implikacje kliniczne dla uzyskanych wynikow wnioskuje o wyrdinienie rozprawy
doktorskiej mgr Katarzyny Joanny Pauter-Iwickiej, ktorej praca jest dowodem znakomitych
umiejetnosci eksperymentalnych oraz wiedzy analityczno-biomedycznej Doktorantki.



