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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Prajsnar
pt. ,Opracowanie $ciezki chemicznej oraz enzymatycznej modyfikacji grupy
aminowej kwasu 6-aminopenicylanowego poprzez wprowadzenie do czasteczki

3-hydroksykwasow pochodzenia bakteryjnego”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Prajsnar
pt. ,Opracowanie Sciezki chemicznej oraz enzymatycznej modyfikacji grupy aminowej kwasu
6-aminopenicylanowego poprzez wprowadzenie do czasteczki 3-hydroksykwasow
pochodzenia bakteryjnego” zostata wykonana w Instytucie Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk pod opieka naukowa Pana dra hab.
Macieja Guzika, prof. IKiFP PAN oraz Pana prof. dra hab. Andrzeja Bojarskiego. Podstawa
formalng wykonania recenzji jest pismo z dnia 3 kwietnia 2023 roku Pana prof. dra hab. Piotra
Warszynskiego Dyrektora Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera

Polskiej Akademii Nauk.

Ogolna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska liczy 182 strony. Sktada sie z 4 gtéwnych
rozdziatéw: Wstepu, Celu pracy, Badan wtasnych oraz Literatury. Dysertacja zostata opatrzona
streszczeniem (w jezyku polskim i angielskim), spisem tabel i ilustracji, suplementami i kartg
wzorow. PiSmiennictwo wykorzystane do przygotowania dysertacji jest $ciSle zwigzane

z tematyka rozprawy. Szeroki zakres cytowanej literatury §wiadczy o znajomoSci aktualnych



prac zwigzanych z tematyka rozprawy oraz o dobrym przygotowaniu teoretycznym do
realizacji postawionego celu badawczego. Na podkreslenie zastuguje czytelne i staranne
opracowanie czesci teoretycznej jak réwniez eksperymentalnej w formie rysunkéw i tabel, co
podnosi atrakcyjnos¢ wizualng przedtozonej dysertacji. Oceniana rozprawa doktorska ma
charakter doswiadczalny, a jej tematyka wpisuje sie w dziedzine nauk $cistych
i przyrodniczych, dyscypline nauki chemiczne.

Warto rowniez zwroci¢ uwage, ze Pani mgr Justyna Prajsnar realizowata zadania badawcze
we wspotpracy z naukowcami z innych os§rodkéw badawczych takich jak Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, Warszawski Uniwersytet Medyczny oraz
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie. Dlatego tez, chcialabym doceni¢ umiejetnosci

Doktorantki w prowadzeniu badan naukowych we wspétpracy z innymi specjalistami.

Ocena tematyki rozprawy doktorskiej

Pani mgr Justyna Prajsnar podjeta sie trudnej tematyki zwigzanej z opracowaniem
uniwersalnej Sciezki otrzymywania zmodyfikowanych penicylin z wykorzystaniem kwaséw
karboksylowych monomeréw polihydroksyalkanianéw (PHA) oraz ich estrow metylowych.

Jedna z najczeSciej stosowanych grup zwigzkéw o dziataniu przeciwbakteryjnym sa
antybiotyki B-laktamowe. Do tej grupy zaliczamy miedzy innymi penicyline G, pierwszy
odkryty antybiotyk pochodzenia naturalnego stanowigcy podwaliny do poszukiwania nowych
zwigzkow na drodze chemicznej modyfikacji kwasu 6-aminopenicylanowego (6-APA). Z uwagi
na fakt, ze bakterie nabywaja opornosci na antybiotyki 3-laktamowe poszukuje sie nowych
zwigzkow oraz inhibitoréw (3-laktamaz, a takze nowych sposobow ich modyfikacji w celu
osiaggniecia sukcesu terapeutycznego. Grupa zwigzkow stosowang do modyfikacji 6-APA moga
by¢ pochodne PHA stanowigce zrédio (R)-3-hydroksykwasow o potencjale farmakologicznym.
Ponadto, polimery te posiadajg dwie grupy funkcyjne, hydroksylowa oraz karboksylowa, ktore
mozna podda¢ modyfikacji, co jest niezwyklg zaletg z punktu widzenia projektowania nowych
lekéw. Co najwazniejsze, PHA moga by¢ produkowane przez bakterie, a proces ich
otrzymywania jest zgodny z zasadg zrownowazonego rozwoju.

Uzasadnia to tym samym prowadzenie badan opisanych przez Doktorantke oraz
$Swiadczy o podjeciu niezwykle waznego zagadnienia opracowania nowych S$ciezek
otrzymywania penicylin poprzez wprowadzenie do czasteczki 6-APA monomeréw

3-hydroksykwaséw pochodzenia naturalnego.



Biorgc pod uwage powyzsze stwierdzam, Ze wybor tematu przedtozonej do oceny
rozprawy doktorskiej jest uzasadniony i aktualny. Zrealizowany cel naukowy odpowiada

poziomowi jakim powinna odznaczac sie rozprawa doktorska.

Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Tytul przedtozonej rozprawy doktorskiej odzwierciedla zakres prowadzonych przez Panig
mgr Justyne Prajsnar prac badawczych.

Streszczenia, w jezyku polskim oraz angielskim, przekazujg czytelnikowi w przystepny
sposéb podjete zagadnienie badawcze, otrzymane wyniki oraz wnioski.

Wstep teoretyczny Doktorantka podzielita na dwa podrozdzialy - w jednym opisata
zagadnienia zwigzane z antybiotykami -laktamowymi, natomiast w drugim przedstawita
tematyke dotyczaca polihydroksyalkanianéw. W czes$ci tej nalezatoby ujednolici¢ zapis nazw
rodzajowych bakterii, na stronie 16 Doktorantka przy nazwach rodzajowych stosuje skrot spp.,
podczas gdy na stronie 22 juz nie. Poprawnie bytoby zastosowa¢ powyzszy skrot po kazdej
nazwie rodzajowej. Ponadto, skrét karboksylazy acetylo-CoA (Tabela 2) powinien zostac
napisany duzg literg. Dodatkowo, w podrozdziale ,,1.2.4. Charakterystyka monomeréw PHA i ich
modyfikacje” Doktorantka podkres$lita, ze ,monomery PHA posiadajgce w tancuchu grupe
aromatyczng majg wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe oraz przeciwgrzybiczne”,
podczas gdy nie odniosta sie do literatury naukowej potwierdzajgcej wspomniany potencjat
antywirusowy, opisujac jedynie aktywno$¢ antybakteryjng i antygrzybiczng. W mojej opinii,
w bardzo oszczedny sposéb opisata dotychczasowy stan wiedzy z zakresu
antybiotykoopornosci, co budzi m6j niedosyt. Autorka mogta podja¢ sie bardziej wnikliwej
analizy dostepnej literatury naukowej oraz danych statystycznych zwigzanych z tym
zagadnieniem ze szczeglélnym podkresleniem problemu opornosci na antybiotyki
B-laktamowe. Wiedza ta powinna stanowi¢ uzupeinienie podrozdziatu ,1.1.4. Rodzaje
B-laktamaz oraz ich mechanizmy dziatania”, pozwalajac doceni¢ nowatorski charakter
przeprowadzonych badan. W podrozdziale ,1.2.5. Cel i zakres wykorzystania PHA oraz jego
pochodnych w pracy badawczej” Pani mgr Justyna Prajsnar w sposob przekonujgcy uzasadnita
celowos$¢ zastosowania monomerow PHA do modyfikacji kwasu 6-aminopenicylanowego.
Jednakze, brakuje analogicznego podrozdzialu wyjasniajacego cel i zakres wykorzystania
penicyliny G. Niemniej jednak chciatabym podkresli¢, ze w pozostatych czeSciach ,Wstepu
teoretycznego” Doktorantka w sposOb szczegdétowy oraz zrozumiaty opisuje obecny stan

wiedzy na temat antybiotykéw [-laktamowych oraz PHA, co $wiadczy o bardzo dobrej
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znajomosci tej problematyki badawczej. Bez watpienia jest to warto$ciowy przeglad literatury
Scisle zwigzany z tematyka opisanych prac badawczych.

W kolejnym rozdziale sformutowano ,,Cel naukowy badan”, ktéry jest ambitny i zostat
poprawnie napisany. Oprocz celu rozprawy mogtyby rowniez zosta¢ przedstawione hipotezy
badawcze zwigzane z wykonanymi pracami badawczymi w $Swietle danych literaturowych
przedstawionych w rozdziale ,Wstep teoretyczny”.

Nastepnie Pani mgr Justyna Prajsnar opisuje ,Badania wlasne” poprzedzajac opis
uzyskanych rezultatéow prac badawczych wraz z dyskusja, krétkim wprowadzeniem oraz
opisem materiatéw i metod. Pierwsze zadanie badawcze (rozdziat 3.1.) dotyczyto otrzymania
wybranych modyfikatorow dla kwasu 6-aminopenicylanowego. Doktorantka wykorzystata
dwa typy réznych strukturalnie PHA, a mianowicie poli-3-hydroksynonanian [P(3HN)] z grupy
polimeréw alifatycznych oraz poli-3-hydroksy-5-fenylowalerian [P(3H55PV)] z grupy
aromatycznej. Polimery te zostaly otrzymane na drodze biologicznej z wykorzystaniem
réznych strategii hodowlanych, natomiast w wyniku syntezy chemicznej otrzymano
odpowiedniki monomeréw PHA. P(3HN) otrzymano w hodowli Pseudomonas putida KT2440
w warunkach niedoboru fosforanéw z wykorzystaniem mieszaniny kwasu nonanowego oraz
kwasu mastowego w proporcji 4:1. Dlaczego zdecydowano sie na wybdr powyzszego rodzaju
limitacji? Czy proporcja poszczegdélnych kwaséw zastosowanych jako Zrodto wegla zostata
wcze$niej zoptymalizowana? Z kolei producentem polimeru aromatycznego byta Pseudomonas
putida CA3 hodowana w pozywce z ograniczonym stezeniem Zrodta azotu z wykorzystaniem
soli sodowej kwasu 5-fenylowalerianowego jako substratu. Rowniez tutaj brakuje szerszego
uzasadnienia zastosowanego typu stresu pokarmowego. Ponadto, w Tabeli 3 niezbyt
precyzyjnie okreslono typ hodowli prowadzonej w kierunku produkcji polimeru alifatycznego
- zapis ,hodowla okresowa z zasilaniem” wymaga uszczeg6towienia. Ponadto, z opisu wynika,
ze hodowle inokulacyjne, hodowle w kolbach oraz w bioreaktorze réznity sie miedzy innymi
rodzajem zastosowanego zZrdédta azotu. Z czego wynikaja te réznice? W hodowli w bioreaktorze
stezenie tlenu rozpuszczonego byto utrzymywane na poziomie 20%. Czy mozna stwierdzi¢, ze
oprocz niedoboru fosforan6w w medium hodowlanych byty warunki limitacji tlenu? Czy mogty
one wptyna¢ na poziom syntezy i kumulacji PHA przez komdrki bakteryjne? Nie wyjasniono
rowniez dlaczego fermentacje w bioreaktorze zakonczono w 31 h. W podrozdziale 3.1.2.4.
pojawito sie niefortunne sformutowanie ,Zamrozone probki z biomasa poddano liofilizacji, a

)

nastepnie wazono, uzyskujac przyrost suchej masy bakteryjnej...”. Prawidtowe byloby
zastapienie stowa ,uzyskujac” stwierdzeniem ,w celu oszacowania przyrostu...”. Ponadto,

brakuje informacji w ilu powtdérzeniach biologicznych wykonano hodowle w kierunku
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produkcji biopolimeréw. Na Rysunku 16 Doktorantka naniosta warto$ci odchylenia
standardowego wynikéw uzyskanych z hodowli w bioreaktorze. Czy w zwigzku z powyzszym
Autorka do obliczenia S$redniej stosowala dane z powtoérzen biologicznych czy tez
technicznych?

Kolejne zadanie badawcze (rozdziat 3.2.) dotyczyto otrzymania zmodyfikowanych
penicylin na drodze syntezy chemicznej oraz biosyntezy enzymatycznej, w ktorych jako
czasteczKi przytaczane do 6-APA wykorzystano pochodne PHA oraz ich odpowiedniki w formie
racemicznej. Na uwage zastuguje fakt, ze obie Sciezki opracowano w sposéb gwarantujacy
wydajng reakcje otrzymywania nowych pochodnych 6-APA przy jednoczesnym zachowaniu
mozliwie najwiekszego spektrum substratéw do modyfikacji penicylin. Pani mgr Justyna
Prajsnar z sukcesem podjeta sie optymalizacji $ciezki biosyntezy pochodnych 6-APA poprzez
wybdr najlepszego rozpuszczalnika organicznego stanowigcego S$rodowisko reakcji dla
wybranych enzyméw; optymalizacje temperatury gwarantujacej najefektywniejszy przebieg
procesu biosyntezy unikajac degradacji produktéw reakcji; wybér typu modyfikatora (kwasu
lub estru) czasteczki 6-APA oraz preferowanej przez enzym formy chiralnej czasteczki
dotaczonej do pierscienia B-laktamowego. Wyniki otrzymane w ramach realizacji powyzszego
etapu badawczego zostaty opisane skrupulatnie i nie budza zadnych zastrzezen.

Ostatnim zadaniem badawczym byla ocena aktywnosci biologicznych otrzymanych
penicylin. W toku badan wyznaczono potencjat przeciwbakteryjny nowych pochodnych 6-APA
oraz oceniono ich genotoksyczno$S¢ i cytotoksycznos¢. Uzyskane wyniki potwierdzity
skutecznos$¢ przeciwbakteryjng otrzymanych zwigzkow wzgledem badanych bakterii Gram-
dodatnich. Otrzymane nowe penicyliny nie byty skuteczne wobec K. pneumoniae ATCC 700603
wyposazonej w [3-laktamaze typu SHV-18, a takze wobec szczepu wzorcowego P. aeruginosa
ATCC 27853 posiadajacego chromosomalng cefalosporynaze AmpC. Co najwazniejsze,
otrzymane nowe penicyliny nie wykazywaly cytotoksycznosci wzgledem mysich
embrionalnych fibroblastow MEF 3T3, a ich genotoksyczno$¢ byta nizsza w porédwnaniu
z komercyjnymi antybiotykami. Jakimi kryteriami kierowata sie Doktorantka przy wyborze
stezen nowych pochodnych 6-APA do okreslenia powyzszych aktywnoSci biologicznych ?

Rozdzial ,Badania wtasne” konczy ,Podsumowanie globalne wynikéw pracy
eksperymentalnej”, w ktérym Doktorantka opisuje rezultaty uzyskanych wynikéw badan oraz
potwierdza, Ze postawiony cel badawczy zostat zrealizowany.

W moim odczuciu w przedlozonej rozprawie doktorskiej brakuje odrebnego rozdziatu
,Dyskusja”, w ktorym Doktorantka skonfrontowataby wszystkie otrzymane wyniki z danymi

z piSmiennictwa. Ponadto, potwierdzitaby w sposéb jednoznaczny ich spdéjnos¢, a co
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najwazniejsze dowiodtaby swoich umiejetno$ci analitycznych. Niemniej jednak chciatabym
podkresli¢, ze przyjety przez Doktorantke sposob zaprezentowania wynikéw potwierdza
istotny wkifad zrealizowanych prac badawczych w poszerzenie dotychczasowej wiedzy na

temat mozliwosci otrzymywania nowych antybiotykéw.

Podsumowanie i konkluzja koricowa

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska Pani mgr Justyny Prajsnar uwazam, Ze podjety
przez Nia temat badawczy ma charakter nowatorski, a uzyskane wyniki s3 wartoéciowe
i stanowia cenn3; wktad w rozwéj wiedzy nad nowymi zwiazkami o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym.  Autorka udowodnita, Ze dysponuje  odpowiednimi
umiejetnosciami badawczymi, ktére umozliwily uzyskanie danych o duzym potencjale
aplikacyjnym. Chciatabym réwniez podkresli¢, Ze zastosowany szeroki zakres metod
badawczych oraz ich prawidlowe dostosowanie do postawionego celu naukowego wskazuje na
dojrzato$¢ naukowa Doktorantki. W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa jest
dowodem dojrzatoéci naukowej Pani mgr Justyny Prajsnar oraz Jej odpowiedniego
przygotowania merytorycznego i warsztatowego. Powyzsze spostrzezenia nie umniejszajg
warto$ci naukowej rozprawy doktorskiej, a jedynie sa dobrym punktem do rozpoczecia
dyskusji podczas obrony dysertacji.

Reasumujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Prajsnar
pt. ,Opracowanie $ciezki chemicznej oraz enzymatycznej modyfikacji grupy aminowej kwasu
6-aminopenicylanowego poprzez wprowadzenie do czasteczki 3-hydroksykwasow
pochodzenia bakteryjnego” spetnia kryteria okre$lone w Ustawie Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (t.j. Dz. U. 2022, poz. 574 z pézn. zm.).

W zwiazku z powyzszym, przedktadam Radzie Naukowej Instytutu Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie Pani

mgr Justyny Prajsnar do dalszych etapéw poste;powénia o nadanie stopnia naukowego doktora.

ur nab: inz. Justyna Mozejko-Ciesielska, prof. uczelni



