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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Miszkiewicz

Pani mgr Joanna Miszkiewicz, absolwentka Migdzywydziatlowych Interdyscyplinarnych
Studiéw Doktoranckich w zakresie nauk Matematyczno-Przyrodniczych Uniwersytetu
Warszawskiego przedstawila do oceny rozprawe doktorska pod tytulem ,,Poszukiwanie nowych
strategii przeciwbakteryjnych opartych na kwasach nukleinowych i peptydomimetykach”,
wykonang na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny
Trylskiej i zmartego prof. dr hab. Edwarda Darzynkiewicza.

Cze$é merytoryczna rozprawy, liczaca 139 stron, rozpoczyna si¢ od streszczen w jezykach
polskim i angielskim oraz wyliczenia grantéw wspotfinansujacych badania przedstawione w
rozprawie, w tym wlasnego grantu Preludium Autorki, a takze listy publikacji i wystgpien
konferencyjnych. Cze$¢ wstepna rozprawy zostala ujeta w trzech pierwszych rozdziatach:
(,, Wprowadzenie, Metody doswiadczalne biofizyki i biologii molekularnej, Metody statystyczne).
Nastepnie Doktorantka przedstawia wyniki swoich badan w trzech czesciach, zatytulowanych
,,Przeciwbakteryjna aktywno$¢ rybozymu hammerhead”, ,,Przeciwbakteryjne dziatanie peptydow i
peptydomimetykéw™ oraz ,, Transport koniugatow peptydowych kwaséw nukleinowych z witaming
B12 lub peptydem (KFF)3K do komorek Escherichia coli”. Kazda z tych czesci obejmuje klasyczne
sekcje pracy naukowej: wstep, materiaty i metody, wyniki, dyskusja i podsumowanie. Rozprawe
wienczy krotkie podsumowanie catoSci i Dbibliografia, liczaca 259 pozycji. Rozdziat
., Wprowadzenie” w istocie stanowi opis celu pracy z uzasadnieniem. To niekonwencjonalne
podejscie do ukladu rozprawy jest jednak jak najbardziej na miejscu, gdyz Autorka potrafita
zarysowaé ogélny cel swoich badan, czyli zmierzenie si¢ z problemem lekoopornosci bakterii, w
sposéb przekonujacy, acz bardzo zwigzty. W tym miejscu muszg sprostowa¢ podang przez Autorke
nieprawdziwg, cho¢ rozpowszechniong informacje, jakoby Alexander Fleming wyizolowat

penicyline w r. 1928, podczas gdy w rzeczywistosci dokonat tego Howard Florey wraz z Ernestem

Chainem dekadg¢ p6znie;.
INSTITUTE OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS www.ibb.edu.pl secretariate@ibb.waw.pl Page 1 of 6
POLISH ACADEMY OF SCIENCES Tel.: +48 22 592 21 45, Fax: +48 22 592 21 90

Pawinskiego 5A, 02-106 Warsaw, Poland VAT: PL5261039742, REGON: 000325819




‘'Y dalszyrﬁ ciagu tego rozdzialu Doktorantka omawia trzy strategie zwalczania
lekoopornosci, ktore eksplorowala podczas prac nad rozprawa doktorska, a mianowicie
bakteriobdjcze zastosowanie rybozymu przez niszczenie wybranej czasteczki mRNA, zwigkszenie
aktywnos$ci peptydomimetykéw przez stabilizacje ich aktywnej konformacji oraz utworzenie
koniugatéw peptydowych kwaséw nukleinowych (PNA) z witaming By, dla wprowadzania ich do
komérki bakteryjnej i dezaktywacje wybranej czasteczki mRNA. Wszystkie trzy podejscia sg
bardzo nowoczesne i obiecujace jako metody obchodzenia znanych mechanizméw lekoopornosci.
Ich zalozenia zostaly przedstawione w bardzo przystgpnej formie tabelarycznej i rozwinigte w
podziale na poszczegdlne zadania badacze.

Kolejny rozdzial rozprawy jest poswigcony omowieniu stosowanych przez Doktorantke
metod do$wiadczalnych biofizyki i biologii molekularnej, kolejno kalorymetrii ITC, elektroforezy
zelowej, spektroskopii UV-vis wraz z pomiarem temperatury topnienia, spektroskopii
fluorescencyjnej, a nastepnie metody PCR, klonowania molekularnego, transformacji wektorowej
metbdq szoku cieplnego, RT-qPCR, wyznaczania wartosci MIC i redukcyjnego testu resazuryny,
stuzacego ocenie zywotnosci komérek. Metody te sg opisane poprawnie, czytelnie, a opisy s3
bardzo dobrze zilustrowane. Nie mam najmniejszych zastrzezen do tej czgsci rozprawy. Rownie
klarowny jest opis zastosowanych metod statystycznych, bedacy przedmiotem kolejnego rozdziatu.

Rozdzialy 4-6 przedstawiaja autonomiczne opisy trzech projektéw badawczych,
skladajacych sie na rozprawe. Nalezy je wigc omowi¢ osobno.

Rozdzial 4 Autorka rozpoczyna od przedstawienia zagrozen zdrowotnych, powodowanych
przez bakterie jelitowe Escherichia coli, po czym zwigzle opisuje kwasy nukleinowe, by obszerniej
przedstawié rybozymy, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich zastosowan terapeutycznych. Opis ten
jest drobiazgowy i wyczerpujacy. Doktorantka zwraca szczegélng uwage na rybozymy typu
hammerhead, jako najprostsze i najlepiej przebadane w zastosowaniach medycznych. W zasadzie
jedyna uwaga krytyczna, ktéra moge sformulowa¢ dla tej czesci rozprawy, dotyczy terminu
konserwatywny” w odniesieniu do rdzenia rybozymu hammerhead. Raczej jednak
,konserwowany”. Szczegdlnie wazny jest podrozdziat 4.1.9, poswiecony rozwazeniu silnych i
stabych stron rybozyméw w zastosowaniach przeciwbakteryjnych, zwlaszcza ze opisane uprzednio
proby ich zastosowania w leczeniu innych choréb nie napawajg szczegblnym optymizmem.
Podrozdzial ten $wiadczy o bardzo dobrym rozeznaniu Doktorantki w szerszym kontekscie
realizowanego przez nig projektu. Rozwazane sa tez trzy rézne cele bakteriobojcze dla rybozymu w
E. coli. Na koficu cze$ci wstepnej rozdzialu 4 przedstawiono zasade dziatania i zastosowanie

operonu lac. Nastepnie Autorka przedstawia aspekty metodologiczne swoich badan w sekeji
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Materiaty i Metody. Opis ten pozwala na stwierdzenie poprawnosci przeprowadzenia wszystkich
eksperymentow.

Wyniki badan wigzania i cigcia substratéw dla dwoch wariantéw rybozymu, opracowanych
na podstawie analizy sekwencji trzech wybranych rcza[steczek mRNA uznanych za kluczowe dla
zahamowania procesOw zyciowych bakterii sg bardzo ciekawe. Opis wynikéw miareczkowan
kalorymetrycznych 'nie budzi watpliwosci, drobne rdznice statych wigzania mi¢dzy sekwencjami sa
oczekiwane i oczywiscie rybozym dhugi tworzy wigksza liczbe wigzan z substratem, co skutkuje
wyzsza stala powinowactwa. Natomiast poréwnujagc wyniki ITC z opisem kinetyki cigcia
substratdw mozna stwierdzi¢, ze w przypadku mRNAacpP hydroliza substratu powinno zachodzi¢
w trakcie eksperymentu ITC. Jednak zjawisko to nie wydaje si¢ odzwierciedla¢c w wartosciach
parametréw termodynamicznych, a jedynie zmierzone stale wigzania sa nizsze dla tego substratu.
Chcialbym prosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do tego zagadnienia. Przy okazji, podpisy pod
rysunkami 26, 27 i 28 sg takie same i zbyt ogdlne, ale jak rozumiem jest to przeoczenie na poziomie
edycji tekstu.

Badania aktywnosci rybozymow, wprowadzonych do Dbakterii E. coli zostaly
przeprowadzone i zanalizowane bardzo wnikliwie. Zgadzam si¢ z og6lnym wnioskiem, ptynagcym z
tych badan, ze rybozymy moglyby zostaé¢ zastosowane jako czynniki bakteriobojcze. Natomiast
silna zalezno$¢ aktywnosci od rodzaju pozywki hodowlanej pociaga za soba pytanie, czy to
konkretne podejscie, ktore zostato tu zastosowane, w ogole bedzie dziata¢ w kontekScie organizmu
czlowieka, lub zwierzecia. Cheiatbym prosié o zwigzte przedyskutowanie tego zagadnienia podczas
obrony. Ponadto chcialbym zapyta¢ o aspekt ilosciowy terapii — np. jaki nadmiar czasteczek
plazmidu nalezy zastosowaé, by uzyskaé np. 99% skutecznos$¢ bakteriobdjcza i jak wyglada aspekt
czasowy tej aktywnos$ci. W dyskusji rozdziatu 4, skadingd wnikliwej i $wiadczacej o bardzo dobrej
znajomosci przedmiotu przez Doktorantke, nie ujeto tych kwestii. Pomocnym tropem moze by¢
wspomniana przez nig réznica czestosci podzialu E. coli migdzy warunkami laboratoryjnymi i
srodowiskiem jelita.

Rozdziat 5 dotyczy zastosowania bakteriobojezego peptydéw i ich modyfikowanych
analogdéw o ustabilizowanej strukturze helikalnej. Autorka wybrata trzy krétkie peptydy o znanej z
literatury aktywnosci biobdjczej, polegajacej na zaburzeniu struktury blony komoérkowej: anopline,
W-MreB) oraz (KFF);K. Wstep do tej czesci rozprawy jest bardzo zwigzly, moze nazbyt zwigzly
w stosunku do znacznej réznorodnosci sekwencyjnej peptydow przeciwbakteryjnych (AMP),
opisanie ktérej pomogloby w zrozumieniu przyczyn, dla ktérych do badan wybrano akurat te trzy

10-peptydy. Pomijajac t¢ kwestie, wstep jest wystarczajacy dla przesledzenia ich aktywnosci,
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badanej przez Doktorantke;. Z drugiej strony, dane literaturowe, pasujace wedtug mnie do czgsci
wstepnej, zostaty omowione jako element dyskusji, na str. 102-103.

Zakres wykonanych eksperymentéw bakteriologicznych jest spory, dajac podstawe dla
rzetelnej oceny potencjatu rozwoju badanych sekwehcji. Dzieki temu Autorka mogla juz w tej fazie
badan wyeliminowaé peptyd W-MreBj.o, jako bardzo mato aktywny. Podane przez nig w dyskusji
uzasadnienie rozbiezno$ci tego wyniku z literaturowymi, czyli zastosowanie innego medium, jest
przekonywujgce. Aktywacja antybiotyku przez bufor fosforanowy (lub dezaktywacja przez medium
hodowlane) to bardzo ciekawe zagadnienie, ale oczywiscie wykracza ono za ramy omawianej
rozprawy. Podobne efekty, cho¢ mniej skrajne, obserwowane sa rowniez dla anopliny, co réwniez
opisano w dyskusji. Autorka zauwaza, ze niezbyt duza aktywno$¢ pozostatych peptydow pozwoli
na latwiejsze ustalenie efektow modyfikacji. Jest to prawda z punktu widzenia technologii
pomiaréw, ale w sumie niska aktywnos$¢ prekursora zazwyczaj nie jest dobrym prognostykiem dla
skutecznosci czasteczek modyfikowanych.

Wyniki dla spietych analogdéw anopliny jasno wskazuja, ze (i) spigcie anopliny, zwlaszcza w
pozycji 2-6, jest korzystne dla jej dzialania wobec bakterii Gram-ujemnych, ale osiggni¢ta
aktywno$¢ jest on rzgd wielkosci stabsza, niz dla polimyksyny B. Natomiast skuteczno$¢ wobec
bakterii Gram-dodatnich, zwlaszcza S. aureus ATCC BAA1720 MRSA anopliny spietej w pozycji
5-9 jest znaczna w stosunku do testowanych antybiotykéw. Sa to wyniki obiecujace dla dalszych
badan, gdyz potwierdzajg one sens stabilizacji struktury helikalnej dla tego peptydu. Dyskusja
zalezno$ci miedzy strukturg i aktywnoscig dla tego peptydu jest napisana w sposob rozsadny, cho¢
nieuchronnie ma charakter hipotetyczny przy braku konkretnych badan strukturalnych. Te za$
bylyby uzasadnione przy wyzszej aktywno$ci analogéw, sg zatem kwestig przysztosci (mysle, ze
niedtugiej, o ile laboratorium bedzie kontynuowaé badania anopliny). Nota bene w tekscie
zauwazylem pewne wahanie, jak gdyby pierwotnie Autorka uzyla nazwy angielskiej anoplin, a
potem zdecydowala si¢ jg spolszczy¢, piszac anoplina, ale jednak nie wszedzie.

Czytajgc opis eksperymentow wykonanych przez Doktorantke odnioslem wrazenie, ze
peptyd (KFF)3;K jest w rozprawie potraktowany jako$ tak po macoszemu, raczej jako czasteczka
kontrolna niz obiekt istotnych badan. Na str. 93 znajduje si¢ uwaga o wybraniu tego peptydu, obok
anopliny, do badan nad zszywaniem, z jednoczesnym stwierdzeniem, ze przedstawione zostang
tylko wyniki dla anopliny. Cze$ciowe wyjasnienie tego stanu rzeczy znalaztem w dyskusji, gdzie
Doktorantka opisuje wyniki uzyskane w jej grupie badawczej dla spigtych analogéw (KFF)3:K jako
dane literaturowe (pozycja 191). Jednoczesnie jest Ona wspolautorka tego artykulu. Chciatbym

prosi¢ o wyjasnienie tej niespdjnosci.
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Ostatnia czeés’:é wynikow, zawarta w rozdziale 6, dotyczy wprowadzania do komorek bakterii
czasteczek PNA, o sekwencjach komplementarnych z wybranymi czgsteczkami mRNA, dla
hamowania biosyntezy odnosnych biatek. Dla umozliwienia transportu zastosowano koniugacje
PNA z wspomnianym powyzej peptydem (KFF)gK lub kobalaming. Oba te podejscia znane sg z
literatury, natomiast oryginalnym wkladem jest dostarczanie fragmentu mRNA genu mrfpl, biatka
czerwonej fluorescencji. Autorka zmodyfikowala bakterie E. coli za pomocg skonstruowanego
przez siebie plazmidu tak, by eksprymowaty one to biatko i fluoryzowaly. Dzigki temu skuteczne
wprowadzenie PNA do komérki mozna bylo ocenia¢ ilosciowo, mierzac fluorescencje hodowli
bakteryjnych. Do badan zastosowano réwniez, jako kontrole, szczepy E. coli pozbawione
receptoréw odpowiedzialnych za transport za posrednictwem (KFF)3K i kobalaminy. Doktorantka
przeprowadzila réwniez badania kontrolne in vitro badanych oddzialywan, za pomocg pomiaréw
krzywych topnienia spodziewanych dupleksow. Wyniki uzyskane w tej czesci rozprawy sg spdjne i
zgodne z oczekiwaniami — silniejsze hamowanie fluorescencji zaobserwowano dla trwalszych
duplekséw, a wchlanianie koniugatéw PNA z no$nikami byto mozliwe tylko przy zachowaniu
przez bakterie bialek odpowiedzialnych za pobieranie tych no$nikéw. Doktorantka sugeruje w
dyskusji, ze kobalamina moze by¢ odpowiednim nosnikiem dla wprowadzania bakteriobojczych
czasteczek PNA lub kwaséw nukleinowych. W tym kontekscie chciatbym prosi¢ o ustosunkowanie
sie do mojej obawy, ze drobne mutacje w ktérymkolwiek z bialek uczestniczacych w transporcie
kobalaminy, ktére upos$ledzatyby transport koniugatéw bardziej niz samej witaminy By,
stanowilyby niebezpieczny mechanizm nabywania opornosci na takie antybiotyki.

Rozprawe wienczy zbiorcze podsumowanie, w ktorym Autorka stwierdza, ze cele jej badan
zostaly osiggniete. Nie pozostaje mi nic innego, niz zgodzi¢ si¢ z tym stwierdzeniem. Eksperymenty
przedstawione w rozprawie wykazaty istnienie potencjalu bakteriobojczego dla kazdego z trzech
zastosowanych podejs$¢é. Rozprawa jest napisana bardzo dobrym jezykiem, swiadczacym o duzym
zaangazowaniu Doktorantki w przedstawione badania. Uktad rozprawy, cho¢ niestandardowy, jest
przejrzysty, a strona ilustracyjna stoi na bardzo wysokim poziomie. Znaczna czg$¢ wynikow zostata
opublikowana w artykutach naukowych w bardzo dobrych czasopismach migdzynarodowych, co
dodatkowo potwierdza ich wazkos¢.

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze przedlozona do oceny praca p. mgr Joanny
Miszkiewicz spelnia wymogi ustawowe, stawiane przed rozprawami doktorskimi i wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie jej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Z uwagi na nowatorskie ujecie problemu, ogromny wkiad pracy

Doktorantki, szerokg game zastosowanych przez nig metod badawczych biofizyki, biologii
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molekularnej i bakteriologii, liczne oryginalne wyniki badawcze i perspektywe ich tworczej

B2,

kontynuacji wnosze rowniez 0 wyrdéznienie recenzowanej rozprawy.
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