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1. Wartos¢ naukowa rozprawy

a. Oryginalnos¢ badan

W ostatnich latach roénie czestotliwo$¢ wystepowania zakazert powodowanych
przez grzyby nalezace do rodzaju Candida. Te komenslane mikroorganizmy, u
0s6b z obnizona odpornoscia powodujg czesto tzw. kandydozy uktadowe,
¢miertelne w 40% przypadkéw. Mata réznorodnosc dostepnych lekdw, a takze
ich naduzywanie w terapii i profilaktyce, przyczyniaja sie do narastania
opornosci tych patogenéw, co rodzi koniecznos¢ poszukiwania nowych lub
udoskonalania istniejacych terapeutykdw. W zakres tej dziatalnosci wpisuje sig
praca doktorska mgr Ewy Greli, w ktérej Doktorantka rozwaza problem
antygrzybiczego dziatania amfoterycyny B (AmB), bedacej lekiem powszechnie
stosowanym w leczeniu przewlektych grzybic ukfadowych, mimo jego
toksycznych efektéw wykazywanych takze wzgledem komérek gospodarza.

Wyzwaniem, ktérego podjeta sie Doktorantka byto wyjasnienie mechanizmu
molekularnego dziatania tego zwiazku wzgledem obu typow komorek. Co
szczegodlnie istotne, Doktorantka wykorzystata w tym celu nowoczesne techniki
badawcze z zastosowaniem pomiardw, bazujacych na wtasnosciach
spektroskopowych amfoterycyny B. Techniki te wymagaty zaawansowane;j
znajomosci metod badania zmian procesow absorpcji i emisji Swiatta przez
amfoterycyne B pozostajaca w kontakcie z komdrkami. Naleza do nich miedzy
innymi: mikroskopia obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM) czy
spektroskopia obrazowania ramanowskiego. Zastosowanie tego rodzaju technik
w analizie mechanizmu dziatania bdjczego amfoterycyny B jest podejsciem
nowatorskim, a same rezultaty tych badan pozwalajg na lepsze zrozumienie

mechanizméw funkcjonowania antybiotyku i w przysztosci na udoskonalenie
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jego formy — czy to w odniesieniu do struktury czy formy podazy leku. Zatem
badania te wnoszg nowe mozliwosci w pozyskiwaniu lekéw nowej generaciji.

b. Warto$¢ naukowa rozprawy

Whyniki rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w czterech prestizowych
czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej, o tacznym wspdtczynniku
oddziatywania (IF) 19,654, w ktorych Doktorantka jest pierwszym (3 prace) lub
drugim wspotautorem (1 prace), co oznacza, ze ich wartos¢ merytoryczna
zostata juz wczeéniej bardzo pozytywnie oceniona, a recenzentowi pozostaje
wyrazenie wiasnej opinii i ustosunkowanie si¢ do sposobu prezentacji wynikow
w przygotowanej rozprawie doktorskiej.

2. Warto$¢ merytoryczna rozprawy

We wstepie rozprawy Autorka umiejgtnie wprowadza czytelnika w obrana
tematyke badawcza i skrupulatnie charakteryzuje stosowane obecnie leki
antygrzybiczne, ze wskazaniem aktualnych  pogladéw  dotyczacych
mechanizméw ich dziatania, a takze opisuje mozliwe mechanizmy samoobrony,
wyksztatcone przez mikroby w odpowiedzi na dziatanie tych czynnikéw,
wskazujgc m. in. modyfikacje gendw kodujacych enzymy uczestniczace w
formowaniu  wybranych  skfadnikéw  $ciany i btony komodrkowej
mikroorganizmow, aktywacje mechanizmow transportu,' a tym samym
usuwania leku poza komérke grzyba, czy modyfikacje steroli, z ktorymi
oddziatujg  antybiotyki polienowe, do ktérych nalezy amfoterycyna B, by
zmniejszy¢ ich powinowactwo do antybiotyku.

Amfoterycyna B posiada, jak wskazywano wczesniej, niska selektywnosc
dziatania, co oznacza, ze wykazuje takze znaczna toksyczno$¢ w odniesieniu do
komérek ludzkich, skutkujgca szeregiem efektéw ubocznych jej stosowania, w
tym m. in. wystepowanie niedoboréw wapnia i magnezu czy kwasice
metaboliczna. Zatem, praca ta idealnie wpisuje sie¢ w aktualne poszukiwania
antybiotykbw o obnizonych efektach ubocznych, a przedstawione
wprowadzenie dostarcza czytelnikowi niezbednych informacji i przekonuje o
stusznoéci zaplanowanych dziatart badawczych.

W dalszej czeéci pracy Doktorantka skupia sig na strukturze czasteczki AmB i jej
mozliwosci penetracji btony komérkowej, proponujac nastepujace modele: (A)
model lokalizacji transbtonowej czasteczek AmB, (B) ‘model lokalizagji
powierzchniowej i (C) model zewnatrzkomérkowych agregatow odsysajacych
sterol (tzw. ,gabek”). By méc dokonaé wyboru wiasciwego modelu dziatania
AmB, Autorka wykorzystuje fakt, ze widmo antybiotyku jest wrazliwe na
oddziatywanie chromoforu z innymi czasteczkami i podlega zmianie w
przypadku asocjacji czasteczek antybiotyku. Hipoteza badawcza zostata jasno
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sformutowana a dobér metod badawczych, ktére postuiyly do zbierania
informacji o lokalizacji i organizacji przestrzennej leku wzgledem wybranych
modeli bton biologicznych, gwarantuja mozliwos¢ precyzyjnej analizy
zaproponowanych modeli.

W czesci wynikowej Autorka przyjeta strategie prezentacji kolejnych etapow
swoich badan wedtug schematu, w ktérym wstepnie przedstawia uzasadnienie
podjetych dziatan, nawiazujac czesto do informacji literaturowych, nastgpnie
prezentuje ich rezultaty, a finalnie przedstawia ptynace z nich wnioski. W ten
spos6b analiza ta staje sie coraz bardziej zaawansowana, a czytelnik
usatysfakcjonowany rozwigzywaniem kolejnych probleméw. To bardzo ufatwia
éledzenie dziatan Autorki, ale uszczupla Jej dalsze mozliwosci przeprowadzenia
wyczerpujacej dyskusji wynikow.

Wstepnie Doktorantka testowata mozliwo$é wykorzystania metod
spektroskopowych w odniesieniu do badanego uktadu, rozwazajac ewentualny
proces fotodegradacji AmB, czy problem jej wbudowywania w dwuwarstwe
lipidowa, w warunkach prowadzonych eksperymentéw. Testowata takze wptyw
diugosci tancucha acylowego fosfolipidu na orientacje przestrzenna antybiotyku
oraz wptyw obecnosci cholesterolu lub ergosterolu w utworzonych testowych
liposomach. Badania te pozwolity na uzyskanie informacji o preferencji
formowania transbtonowych form dimerycznych AmB lub jej agregatéw,
zorientowanych prostopadle do ptaszczyzny bfony.

Uzyskane wyniki staty si¢ punktem wyjscia do zasadniczych rozwazan
dotyczacych lokacji amfoterycyny B w naturalnych uktadach komérkowych, co
miato wyjasni¢ problem szkodliwosci leku dla komoérek gospodarza w miejscu
toczacej sie infekcji. Majac na uwadze konsekwencje dziatania AmB w
odniesieniu  do uktadu pokarmowego, Autorka wykorzystata w
przeprowadzonych testach komorki nabfonka jelita grubego od zdrowego
dawcy i pacjenta onkologicznego. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
stwierdzone w obecnosci steroli wbudowywanie leku w btone komdrkowa,
moze odpowiadac za niekontrolowany proces transportu jonow, prowadzacy w
konsekwencji do ich ,wycieku” z komdrki, co moze ttumaczy¢ cytotoksyczne
dziatanie AmB. Jest to wazny wniosek, wypracowany przez Autorke w ramach
niniejszej pracy. Co wiecej, Autorka odnotowata tu takie pojawianie sig
egzosomow, zawierajacych antybiotyk, co moie wskazywaé na rozwiniegcie
przez komorki ludzkie swoistego mechanizmu obrony przed niepozgdanym
dziataniem antybiotyku.

Poniewaz stwierdzono istotny wptyw obecnosci steroli na aktywnos¢ AmB, w
kolejnym kroku Autorka rozwazata role transporterdw lipidowych w sprawnosci
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dziatania antybiotyku, stosujac jako model komorki jajnika chomika chirskiego
z aktywnym i nieaktywnym transporterem ABCA1l. Badania te wykazaly, ze
wiekszg $miertelnos¢ komodrek obserwowano w przypadku nieaktywnego
transportera, co skutkowafo obecnoscig cholesterolu w bfonie komoérkowej,
ktéra sprzyjata wbudowywaniu sig antybiotyku w dwuwarstwe lipidowa z
utworzeniem dimeréw i zagregowanych jego form, co prawdopodobnie
sprzyjato formowaniu kanatéw jonowych odpowiedzialnych za wyptyw jondéw z
komorki. Jest to kolejne cenne spostrzeienie, ktore moze by¢ bezposrednio
wykorzystane w przysziej terapii.

Analogiczne poréwnania w odniesieniu do bojczego dziatania AmB
przeprowadzono dla komérek Candida albicans, uwzgledniajac obecnosé
ergosterolu w bfonie komérek drozdzowych. Wstepnie ustalono, ze sciana
komérkowa drozdzaka stanowi istotng bariere dla AmB i ogranicza jej
penetracje. Obecno$¢ czasteczek AmB w btonie komérkowej odnotowano
gtownie w formie zagregowanej, w komérkach drozdzowych bedacych w
stadium paczkowania. Taka lokalizacja moze prowadzi¢ do deformacji komorek
paczkujacych i utrudnienia rozwoju funkcjonalnej $ciany komoérkowej. Z kolei,
nadmiar AmB lokowat sie w komérkach drozdzowych, we wnetrzu wakuoli i
wykazywat nizszy poziom agregacji czasteczek AmB. Ta odmienna lokalizacja
moze wptywac na przebieg proceséw fizjologicznych zachodzacych we wnetrzu
komorek drozdzowych. Obie te mozliwosci wyjasniaja, zaréwno konieczno$é
stosowania wysokich dawek AmB w leczeniu infekcji droidzowych, jak tez
mechanizm béjczy tego zwigzku wzgledem komérek patogenu, co stanowi
kolejne osiagniecie Autorki.

W finalnej czesci pracy Autorka przeprowadzita podsumowanie wynikow w
formie krétkich wnioskéw, ktore jednak pojawiaty sie juz wczesniej w czesci
wynikowej. Zatem ich skumulowanie w tym rozdziale - nie wzbogacito znaczgco
pracy. Natomiast zaproponowane schematy mozliwych form agregacji AmB i
ich lokalizacja w btonie komérkowej, zaréwno komérek ludzkich jak i komorek
patogenéw, w znaczacy sposéb utatwily zrozumienie dziatania tego
antybiotyku. Co wiecej, Autorka wskazata w tej czegsci pracy potencjalne cele
terapeutyczne dla przyszlych proceséw udoskonalania wykorzystania AmB w
leczeniu infekcji droidzowych. Wynikajg one bezposrednio z okreslenia
lokalizacji i mechanizmu dziatania wskazanych struktur formowanych przez AmB
lub jej kombinacji ze sterolami. Autorka zaproponowata w tym wzgledzie
wtasne rozwiazania. | tak, w celu ochrony komérek ludzkich wskazata na proces
blokowanie tworzenia wyzszych agregatow antybiotyku, poprzez regulacje
ekspresji transportera steroli. Jako mozliwe czynniki regulujace Autorka
zaproponowata wykorzystanie statyn lub agonistéw watrobowych receptorow
X.
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Czesé dyskusji uzupetniaja takze wyniki wstepnych badan przeprowadzonych dla
ewentualnych koniugatéw AmB z albuming lub nanoczastkami srebra, ktore
mogtyby stanowi¢ zmodyfikowang forme antybiotyku, o obnizonej
cytotoksycznoéci wzgledem komérek ludzkich i zwigkszonej bojczosci lub
selektywnodci dziatania wzgledem patogendw. Jednak s3 to badania bardzo
wstepne, niewatpliwie cenne, bo otwierajg kolejne mozliwosci
eksperymentalne, ale nie wnoszg jeszcze istotnego wktadu do rozprawy
doktorskiej.

Poprawnosc redakcyjna rozprawy

Redakcja pracy, jej styl, szata graficzna sa prawidtowe a praktyczny brak
literéwek budzi moje uznanie. Natomiast uktad pracy jest dla mnie dos¢
zaskakujacy. Klasyczna rozprawa doktorska zawiera wstgp, cel pracy,
omodwienie wynikdw i ich dyskusje. Praca Pani Greli burzy jednak tg konwencje.
Jako recenzent nie mam zastrzeien do poszukiwan nowych rozwigzan w
odniesieniu do prezentacji osiggnie¢ doktoranta, jednak w przypadku tej pracy
mam jednak pewien dyskomfort w tym wzgledzie. Mianowicie, wstgp, oprocz
$wietnego wprowadzenia w tematyke badawcza zawiera takze rozdziat typowo
metodyczny, w ktérym Doktorantka przedstawia podstawy zastosowanych
metod. Uwazam, Ze ta, skadinad swietnie i przystepnie przygotowana
informacja, z powodzeniem mogtaby wzbogaci¢ czes¢ metodyczng, nie
zaburzajac we wstepie przedstawienia zjawiska biologicznego, ktore
analizowata Doktorantka. Nie jést to jednak tak istotne w poréwnaniu do czgsci
dotyczacej dyskusji, ktora sprowadza si¢ do podsumowénia w punktach
uzyskanych wnioskéw. Natomiast zupetnie niezrozumiata jest konwencja
rozdziatu pojawiajacego sie po dyskusji zatytutowanego ,dalsze cele badawcze”.
Oczywiscie kazdy recenzent chetnie odnajduje informacje o tym czy kandydat
ma dalsza perspektywe swoich badan, lub jakie rozwigzania czy pomysty
nasunety mu sie na finalnych etapach pracy. Natomiast w przypadku doktoratu
mgr Greli rozdziat ten zawiera ponownie zestaw wynikdw, opatrzony czasem
wprowadzeniem, czasem czgsciowg informacjg metodyczng. Rozumiem, ze
miato to za zadanie wskazanie, ze takie prace sie tocza i dobrze rokuja na
przysztoé¢. Natomiast Doktorantka osiggneta w ten sposob zupetnie przeciwny
efekt — raczej wrazenie chaosu w organizacji wynikéw. A przeciez do tej pory
praca byta bardzo spdjna. O ile rozumiem intencjg Autorki by przedstawic¢ ten
zarys dalszych dziatan i przekonaé, ze w tej sprawie juz sporo zostato zrobione,
to jednak rozprawa redakcyjnie na tym eksperymencie sporo stracita. Ale
jednoczeénie nie zmienita mojego wczesniejszego przekonania o wysokiej
jakosci pracy i mozliwosciach jej kontynuacji. Uwazam, e dane z tej czesci
mogtyby uzupetnié rozdziat dotyczacy wynikéw, aw dyskusji mozna byto jedynie
rozwinaé informacje o otwierajacych sie w ten sposéb perspektywach.
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Uwagi krytyczne i pytania
1/ sformufowanie ,,absorpcja $wiatta do elektronowych stanow wzbudzonych”

stanowi nie najlepiej brzmigce uproszczenie faktu, ze absorpcja swiatta przez
czasteczke danego zwigzku prowadzi do przejs¢ elektronow walencyjnych ze
stanu podstawowego do stanu wzbudzonego.

2/ w rozwazaniach dotyczacych perspektywy dalszych badan, Autorka
proponuje wykorzystanie albuminy jako noénika dla AmB, co miatoby
zapobiegaé agregacji AmB i obniza¢ jej bojcze wtasnosci wzgledem komorek
ludzkich. Stad moje pytania:

a/ czy obecnosé albuminy obniza takze cytoksycznoé¢ AmB wzgledem komoérek
drozdzowych, co decydowatoby o koniecznosci uwolnienia AmB z kompleksu z
BSA w miejscu infekcji?. Jakie czynniki mogtyby na ten proces mie¢ wptyw?

b/ czy oszacowano moc wigzania formowanego miedzy albuming a AmB, by
mie¢ gwarancje ewentualnej odwracalnosci procesu, tak by docelowo — w
miejscu infekcji AmB miata szansg dziatania toksycznego na komorki drozdzy?

¢/ czy poziom wigzania BSA przez AmB korelowat z jej stgzeniem — w pracy
mieszanina 1:1 czasteczek AmB i BSA dawata 25% czasteczek AmB zwigzanych z
BSA. Rowniez dla stosunku molowego ok 1:10 wskazywano 25% czasteczek
AmB zwiazanych z BSA (monomerdw). Jak nalezatoby wyjasni¢ ten rezultat
braku zmiany w ilosci formowanych koniugatow, mimo wzrostu ilosci BSA?

3/ W jaki sposéb nalezatoby ttumaczy¢ mniejsza szkodliwosc nanoczgstek
srebra pofaczonych z monomerami AmB wzgledem komérek ludzkich z
zachowana wiasnoscig grzybobdjcza (str. 96)

4/ W opisie formowania nanoczastek zawarto informacje, ze ,, nanoczastki
srebra formowano stosujac azotan srebra i AmB jako reduktor i stabilizator”.
Zatem rodzi sie pytanie w jakiej formie wystgpowata tu czasteczka AmB, po
spetnieniu funkcji reduktora i czy zachowywata swoje wtasnosci bojcze?

5. Ocena koricowa

Przedstawiona do recenzji praca dotyka istotnego problemu poszukiwan
skutecznych i bezpiecznych lekdw antygrzybicznych. Przeprcwadzone badania,
przy zastosowaniu zaawansowanych metod spektroskopowych, pozwolity na
wskazanie mechanizméw dziatania amfoterycyny B oraz identyfikacje procesow
odpowiedzialnych za wtasnosci béjcze tego antybiotyku, jak réwniez pokazaty
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sposoby obrony komérek przed negatywnymi skutkami jego dziatania. Oceniam
te prace bardzo wysoko, bez wzgledu na zawirowania redakcyjne w tekscie
samej rozprawy, a fakt opublikowania uzyskanych wynikow w  tak
renomowanych czasopismach naukowych tylko potwierdza tg ocene.

Stwierdzam jednoczesnie, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani Ewy Greli
spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pﬂc’:z’n. zmianami) i wnioskuje do Rady Dyscypliny
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Ewy
Greli do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Majac ha uwadze wartoéé merytoryczng i naukowa badarn przeprowadzonych
przez mgr Ewe Grelg, zgtaszam takze wniosek o wyréinienie Jej rozprawy
doktorskiej stosowng nagroda.

e Rl -

dr hab. Maria Rapata-Kozik, prof. UJ
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