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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Miszkiewicz pt. ,,Poszukiwanie
nowych strategii przeciwbakteryjnych opartych na kwasach nukleinowych
i peptydomimetykach”

Zagrozenia bakteryjne stanowig powazne wyzwanie dla zdrowia publicznego,
ze wzgledu na rosngcag odporno$¢ bakterii na antybiotyki, co w efekcie utrudnia
leczenie infekcji. Niektoére szczepy sg wyjatkowo odporne na dostepne leki, co
prowadzi do wydtuzonych hospitalizacji, wyzszej $miertelnosci i zwiekszonych
kosztow opieki zdrowotnej. Zgodnie z danymi Europejskiego Centrum ds.
Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC), szacuje sie, ze rocznie infekcje oporne na
antybiotyki powodujg okoto 25 000 zgonéw w Europie i generujg koszty zwigzane z
opiekg zdrowotna w wysokoéci 1,5 miliarda euro. W obliczu tych zagrozen kluczowe
jest wdrazanie skutecznych strategii prewencyjnych, takich jak szczepienia,
monitorowanie zakazen i edukacja spoteczenstwa w zakresie zapobiegania infekcjom

bakteryjnym, a takze rozwijanie nowych terapii.
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Cykl badan przeprowadzonych przez panig mgr Joanne Miszkiewicz oraz
zaprezentowanych w ramach Jej rozprawy doktorskiej jest scisle zwigzany z tym
wiagnie obszarem naukowym. Jej praca miata na celu zbadanie mozliwosci
wykorzystania kwasoéw nukleinowych i peptydomimetykéw jako potencjalnych strategii
przeciwbakteryjnych. W rozprawie zaprezentowano trzy takie podejscia, ktore -
w zaleznoséci od zastosowanej procedury- hamowaty wzrost bakterii lub umozliwiaty
transport czasteczek do wnetrza komérek mikroorganizméw. Ze wzgledu na duzy

potencjat aplikacyjny badan, uwazam, ze praca Doktorantki jest niezwykle wazna.

Praca doktorska zostata zrealizowana w Centrum Nowych Technologii oraz na
Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem $p. prof. dra hab.
Edwarda Darzynkiewicza oraz prof. dr hab. Joanny Trylskiej. Zespot prof. Trylskiej jest
jednym z czotowych w kraju, ktéry od lat odnosi znaczace sukcesy w projektowaniu
innowacyjnych zwigzkéw przeciwbakteryjnych oraz badaniu biatek kluczowych dla
wiruséw zapalenia watroby i HIV, wykorzystujac techniki doswiadczalne oraz
modelowanie molekularne. Doktorantka zdobywata wiec doswiadczenie badawcze
pod kierunkiem znakomitych specjalistow, uczestniczac w licznych projektach
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej
oraz  instytucje  wewnetrzne  (OPUS  2020/37/B/NZ1/02904, = SONATA
2019/35/D/NZ1/01957, PRELUDIUM 2017/27/N/NZ1/00986, MINIATURA
2019/03/X/NZ1/00077, INTER 33/UD/SKILLS/2015). Co warte podkreslenia,
kierowata réwniez wiasnymi projektami (PRELUDIUM 2020/37/N/NZ1/03987 oraz
grantem obliczeniowym nr GB74-7). Badania naukowe Pani magister obejmowaty
synteze chemiczng oraz zastosowanie technik absorpcji Swiatta, fluorescenciji
i elektroforezy. Rezultaty wysitkbw badawczych opublikowane zostaty w pigciu
wieloautorskich publikacjach naukowych, ktére ukazaty si¢ w latach 2019-2023, a dwie
dodatkowe prace pozostajg obecnie na etapie recenzji oraz przygotowania
manuskryptu. Publikacje Doktorantki cechuja sie wysokim poziomem wskaznikow
oddziatywania tzw. impact factor. The Journal of Physical Chemistry B (IF 2,857),
Molecules (IF 4,411), International Journal of Molecular Sciences (IF 5,923), Frontiers



in Microbiology (IF 6,064) i Scientific Reports (IF 3,8) - indeksowane odpowiednio dla
roznych lat przyjecia ich do druku. W zadnej z opublikowanych prac Doktorantka nie
wystepuje jako pierwszy autor, ale podjeta wspotpraca ukazuje Jej gotowosé
do nawigzywania naukowych partnerstw, majacych na celu osiggniecie wyznaczonych
sobie celow badawczych. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze pani Miszkiewicz posiada
w swoim dorobku réwniez dwie niewspomniane wczesniej publikacje dotyczace badan

realizowanych poza ramami pracy doktorskiej.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Miszkiewicz liczy 139 stron i zostata
podzielona na czesci, w mojej opinii, w bardzo interesujgcy i przystepny dla czytelnika
sposob. Tradycyjnie sktada sie z czesci literaturowej i dodwiadczalnej, jednak kazda
z trzech czesci doswiadczalnych, ktére dotycza réznych strategii antybakteryjnych,
zawiera rowniez przeglad literatury (odnoszacy sie do badan $wiatowych), wyniki,

dyskusje oraz podsumowanie.

Praca rozpoczyna sie rozdziatem zawierajgcym streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, zgodne z wymogami formalnymi. Nastepnie wymieniono udziaty
w projektach naukowych, publikacje oraz prezentacje wynikow na konferencjach
naukowych. Kolejne czesci obejmujg spis tresci oraz rozdziat Wprowadzenie, ktéry
precyzyjnie okresla gtowny cel pracy oraz cele poboczne, a takze wprowadza do
biofizycznych metod badawczych zastosowanych w rozprawie. Moim zdaniem,
najciekawsze rozdziaty pracy doktorskiej dotyczg wynikéw i dyskusji. Nalezy przy tym
podkreslic, ze czes¢ badan musiata by¢é prowadzona w okresie pandemii, co - jak
przypuszczam - mogto znacznie utrudni¢ petng realizacje zatozonych sobie ambitnych

plandw i celow pracy doktorskiej.

W pierwszej czesci badan przeanalizowano potencjat rybozyméw typu
hammerhead do ciecia mRNA kluczowych gendéw bakterii in vitro i in vivo.
Zaprojektowano rybozymy o réznej dtugosci ramion i zbadano ich zdolno$é
do przecinania specyficznych sekwencji mRNA. Wyniki pokazaty, Ze‘efektwvnoéé
rybozymu zalezy nie tylko od sekwencji rdzenia katalitycznego, ale takze



od dopasowania do miejsca ciecia oraz dtugosci ramion, ktére tworza kompleks
z substratem. Eksperymenty in vitro wykazaty, ze rybozym z krétszymi ramionami
skutecznie przecina trojke nukleotydow GUA w mRNA gendw bakteryjnych. Jednak
w warunkach in vivo, bardziej efektywny okazat sie rybozym z dtuzszymi ramionami,
co sugeruje, ze rybozymy musza by¢ odpowiednio stabilizowane w komorkach
bakteryjnych, aby zachowa¢ swojg aktywnos¢. Ukrycie rybozymu w strukturze tRNA
nie zwiekszylo wydajnosci ciecia, ale zauwazono zahamowanie wzrostu bakterii,
co moze wynikaé z kilku wspéfistniejgcych czynnikéw, takich jak blokowanie translacji
mRNA czy obcigzenie komorek plazmidami. W tej czesci pracy wskazano na
znaczenie dalszych badan nad metodami dostarczania rybozyméw do komorek oraz
ochrong rybozymoéw przed degradacjg przez nukleazy. Zwrocono uwage na potencjat
rybozymoéw do Wspé&dzia’fania z antybiotykami, co mogloby prowadzi¢ do zmniejszenia

dawek lekéw i redukgii ich efektéw ubocznych.

W drugiej czeéci badan skoncentrowano sie na peptydach kationowych
(anoplina, W-MreB1.o, (KFF)sK) o zblizonej hydrofobowosci i ich stabej aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Zastosowanie modyfikacji strukturalnych, takich jak ,zszywanie”
peptydéw, zwiekszylo ich helikalnos¢ i stabilnos¢, co poprawito odpornos¢ na enzymy
proteolityczne oraz aktywno$¢ przeciwbakteryjna. Tutaj, szczegolnie skuteczny okazat
sie ,zszyty” analog anopliny w pozycjach 2-6 z zamknietym pierécieniem
stabilizujacym strukture helikalng peptydu, ktéry wykazywat niska wartos¢ MIC dla
wielu szczepéw Gram-ujemnych i brak hemolizy. Wprowadzenie ,Zszywek”
do peptydow (KFF)sK i anopliny poprawito ich stabilnos¢ i aktywnosé
przeciwbakteryjng, jednocze$nie = zmniejszajac podatno$¢ na degradacje
enzymatyczng i hemolize. Wyniki wskazuja, ze technika ,ZSzywania” moze poszerzy¢
mozliwosci  projektowania  nowych  peptydomimetykéw o wiasciwosciach

przeciwdrobnoustrojowych.

W ostatniej czesci badan oceniono efektywno$¢ koniugatow PNA oraz

peptydow w wyciszaniu fluorescencji RFP w bakteriach. W badaniach oceniono, jak



rozne koniugaty PNA oraz peptydy wptywajg na fluorescencie RFP w bakteriach.
Okazato sie, ze wolne czasteczki PNA i peptyd (KFF)sK w zastosowanych przez
Doktorantke stezeniach nie wplywaty na fluorescencje, chyba ze stezenia
te powodowaty zahamowanie wzrostu bakterii. Najwazniejsze w mojej opinii wyniki
pokazaty, ze koniugaty z PNAany-rfo znacznie wygaszaty fluorescencje RFP, poniewaz
PNAanty-rip dobrze pasuje do fragmentu RNA. Koniugaty (KFF)sK-PNAscrambled dziataty
okoto 50% stabiej w tym zakresie. Potwierdzono to w badaniach na réznych szczepach
E. coli, w tym mutantach z usunietymi biatkami transportujgcymi. W mutantach AsbmA,
ktore nie moga transportowa¢ peptydéw, nie zaobserwowano wygaszania
fluorescencji przez koniugaty z PNAanty-rip, CO Wskazuje na role biatka btonowego SbmA
w transporcie peptydéw. Koniugaty PNA z witaming B12 nie wptywaty na fluorescencije
w mutantach AbtuC, AbtuD i AbtuF, co sugeruje, ze biatka te sg kluczowe dla
transportu witaminy B12 do komérki. Zaobserwowane réznice w wygaszaniu
fluorescencji miedzy koniugatami byly zwigzane z rézng stabilnoscig ich kompleksow
z RNA. Koniugaty z (KFF)sK byty bardziej stabilne, niz te z witaming B12,

co potwierdzato ich silniejsze oddziatywania z RNA.

Z analizy pracy doktorskiej wynika, ze omawiana tematyka, mimo
dotychczasowych osiggnie¢, nadal ma duzy potencjat rozwojowy, a przyszte badania

mogg przyniesS¢ znaczgce postepy.

Poziom edytorski rozprawy jest zadowalajgcy. Mogtbym zaproponowac jedynie

kilka drobnych poprawek edytorskich oraz niepoprawnych stwierdzen:

e Str. 22, niepoprawnie opisano parametr oznaczony we wzorach jako E, okre$lajac
go najpierw jako natezenie pola elektrycznego, a dalej (na tej samej stronie) jako
natezenie pradu;

o Str. 24, Absorpcja promieniowania elektromagnetycznego jest proporcjonalna
do kwadratu iloczynu skalarnego wektora elektrycznego $wiatta oraz dipolowego
momentu przejscia, a nie jak zapisano, do momentu dipolowego (moment

dipolowy wystepuje jako operator);



e Str. 27, wystepuje nieprecyzyjne uproszczenie w postaci ,ukoénych przejs¢
elektronowych” na diagramie Jabtoniskiego. Wystepujg jedynie poziome (ISC)
i pionowe (IC) przej$cia elektronowe;

e Str. 43, jest zapisane wykorystany, powinno by¢ wykorzystany;

e Str. 81, W czesci Dyskusja powtorzenie ,rybozym rybozym”,

Wyniki zaprezentowane w rozprawie dostarczajg  niewatpliwie
interesujacych informacji, ale rodzg jednoczes$nie pytania, ktére pozwole sobie

sformutowac ponizej:

1. W badaniach zaobserwowano zahamowanie wzrostu bakterii. Chciatbym
dopytaé, ktéry z potencjalnych mechanizméw (np. ciecie MRNA,
blokowanie translacji, obcigzenie plazmidem) miat na to najwiekszy wptyw?

2. W jaki sposob specyficzne dopasowanie dfugosci ramion rybozymu
do sekwencji docelowej wptywa na jego efektywnoé¢ w warunkach in vivo,
biorac pod uwage potencjalne réznice w strukturze mRNA migdzy
warunkami in vitro, a rzeczywistym $rodowiskiem komérkowym?

3. Doktorantka, w swoich badaniach dotyczacych modyfikacji peptydow
poprzez wprowadzenie "zszywek" poréwnata swoje wyniki z warto$ciami
MIC dostepnymi w literaturze. Czy warunki przeprowadzenia
eksperymentdw literaturowych i wiasnych réwniez byly analogiczne?

4. W jaki sposéb mozna wykluczy¢ wptyw autofluorescencji komorek
bakteryjnych na wyniki wygaszania fluorescencji RFP podczas inkubaciji z
koniugatami PNA?

Mam nadzieje, ze powyzsze pytania beda stanowity podstawe do ciekawe;

dyskusji w trakcie publicznej obrony.

Podsumowujac, chciatbym zaznaczy¢, ze w trakcie przygotowywania rozprawy
doktorskiej Doktorantka osiagneta zamierzone cele, a analiza uzyskanych wynikow

jest merytorycznie trafna. Rozprawa doktorska opiera sie na starannie zaplanowanych



i przeprowadzonych eksperymentach, ktore wymagaty od Doktorantki sprawnego

poruszania sie w roznych podej$ciach badawczych.

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Joanny Miszkiewicz spetnia wszystkie
wymogi formalne i merytoryczne okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.). Co wiecej, zarbwno
wysoki poziom naukowy przeprowadzonych badan jak i waga uzyskanych wynikéw,
ktore stanowig podstawe rozprawy, czyni ja, w moim odczuciu, godng wyrdznienia.
Najwiekszym osiagnieciem tych badan jest skuteczne pokazanie, ze rybozymy
hammerhead moga by¢ uzywane do specyficznego ciecia mRNA bakterii, co skutkuje
ich wiekszg wrazliwoscig na antybiotyki. RoOzne modyfikacje peptydéw
antybakteryjnych, takie jak ,zszywanie” struktur helikalnych, poprawiajg ich stabilno$¢
i aktywno$¢ przeciwbakteryjna, a takze zmniejszajg ich hemolityczno$é. Badania nad
koniugatami PNA wykazaty, ze dodatnie tadunki peptydéw znaczgco zwiekszajg ich
efektywne wnikanie do komérki i oddziatywanie z RNA. Prace badawcze
przeprowadzone przez panig Miszkiewicz znaczaco przyczyniajg sie do rozwoju
nowych metod leczenia infekcji bakteryjnych poprzez precyzyjne celowanie

i modyfikacje peptydoéw oraz rybozymow.

W zwigzku z powyzszym, rekomenduje dopuszczenie mgr Joanny Miszkiewicz do
kolejnych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

i przyrodniczych w dyscyplinie nauk fizycznych.

Gratuluje Doktorantce oraz pani Promotor osiagniecia cennych rezultatéw.



