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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Grygorczuk-Planety, pt.:

~Analiza oddzialywania lizozymu ludzkiego na komérki drozdzaka
Candida albicans"

wykonanej w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej pod kierunkiem Prof. dr hab. Matgorzaty Cytrynskiej

Lizozym nalezy do podstawowych elementéw odpornosci nieswoistej,
pierwszej linii obrony przed mikroorganizmami patogennymi. Nalezy tez
do najlepiej zbadanych enzyméw bioracych udziat w procesach
odpornosciowych, zaréwno ze wzgledu na swoja istotno$¢ jak i
niewatpliwie okres przez jaki jest juz badany. Wkrétce bedziemy
obchodzili 100-lecie odkrycia lizozymu przez Aleksandra Fleminga, cho¢
waga tego odkrycia jak i potencjalne zastosowania zostaty w duzej mierze
przyémione przez znacznie bardziej stynne dokonanie tego badacza, czyli
odkrycie penicyliny. Chociaz lizozym jest aktywny przede wszystkim
wobec bakterii, a w szczegélnosci bakterii Gram-dodatnich, wykazuje
takze aktywnos¢ wzgledem innych organizméw, w tym grzybéw z rodzaju
Candida. Naturalnie znacznie mniej wiadomo na temat skutecznoéci oraz
mechanizméw  oddziatywania lizozymu na inne niz bakterie
mikroorganizmy. Jednoczesnie nalezy zauwazyé, ze wraz z rozwojem
cywilizacyjnym rosnie zagrozenie ze strony patogendw
oportunistycznych, takich jak Candida albicans. Te umiarkowanie grozne

patogeny moga wywota¢ powazng w skutkach infekcje w sytuacji
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ostabienia organizmu, obnizonej odpornosci czy wystepowania wielu
jednostek chorobowych u jednego pacjenta. W obecnych, pandemicznych
czasach, znaczenie tzw. choréb wspétistniejacych zyskato szczegdlnie na
znaczeniu. Dlatego tez temat, ktérego podjeta sie Pani mgr Katarzyna

Grygorczuk-Ptaneta uwazam za interesujacy oraz istotny.

Recenzowana rozprawa doktorska ma forme spdjnego tematycznie
opracowania o klasycznym uktadzie, typowym dla prac o charakterze
eksperymentalnym, z podzialem na Streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski
i Bibliografig. Dodatkowo, praca zawiera pomocne elementy: wykaz skrétéw
stosowanych w pracy, spis elementédw graficznych (tabele i ryciny) oraz

aneks zawierajacy informacje na temat dorobku Doktorantki.

Rozprawa jest przygotowana starannie, zaréwno pod wzgledem jezykowym
jak i graficznym, z zachowaniem odpowiednich proporcji dtugosci
poszczegolnych rozdziatéw. Doktorantka nie ustrzegta sie jednak drobnych
niedociagnig¢, niezrecznych sformutowan czy skrétéw myslowych (takich jak
~mutant w Scianie”), ktére jednak sa nieliczne i w zwigzku z tym, nie

wptywajg na pozytywny odbidr catosci rozprawy.

Wstep rozprawy w bardzo dobrym stopniu wprowadza czytelnika do tematyki
badan. Pierwszy podrozdziat wstepu przynosi podstawowe informacje na
temat mechanizméw patogenezy C. albicans, w szczegdélnoéci zdolnoéci
do pleomorfizmu, adhezji, tworzeniu biofilmu oraz wytwarzania enzymow
proteolitycznych. Kolejna cze$¢ wprowadzenia jest poswiecona
chorobotwdrczosci C. albicans, najczestszym jednostkom chorobowym
metodom leczenia oraz peptydom odpornosciowym. Ostatni podrozdziat
wstepu jest, zgodnie z tematem pracy, poswiecony w catosci lizozymowi.
Autorka w tekscie wstepu wymienia takze inne gatunki rodzaju Candida,
ktéore moga wywotywacd infekcje u ludzi. Zabrakto mi w tym zestawieniu
gatunku C. auris. Jest to patogen ktéry niedawno zostat rozpoznany jako
rosnace zagrozenie. Chociaz z pewnoscig jest to mniej znany gatunek od
pozostatych, ale wtasnie tym bardziej dobrze bytoby go wspomnieé¢ w
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zestawieniu. Tym bardziej, ze gatunek ten szybko sie rozprzestrzenia i
posiada duzy potencjat lekoopornosci. Poza wspomnianym detalem we
wstepie nie brak zadnych informacji, rozdziat ten zawiera kompletne
kompendium wiedzy na wszystkie zagadnienia jakie zostaty poruszone w

przedstawionej pracy.

Cel pracy zostat bardzo doktadnie i jasno przedstawiony, zawiera takze
wypunktowane najwazniejsze kierunki badan. Eksperymenty zostaty
bardzo dobrze zaplanowane, kolejne do$wiadczenia bazujg na wynikach
poprzednich i dostarczajg kolejnych danych na temat oddziatywania

lizozymu na komoérki C. albicans.

Czes¢ metodyczna pracy zostata przedstawiona w postaci scalonego
rozdziatu zawierajacego zaréwno materiaty, jak i metody. Takie
przedstawienie stosowanych technik oraz odczynnikédw i szczepéw, choé
wygodne, sprawia ze niektére elementy nie zajmujq naleznego im
miejsca. Przyktadowo uzyte w badaniach szczepy C. albicans nie sq
opisane doktadnie w odpowiednim rozdziale czy tabeli tylko sg
wymienione niejako przy okazji opisu warunkéw hodowli. Mam tez
zastrzezenie odnosnie doboru szczepdéw stosowanych w pracy. Badania
przeprowadzono na trzech szczepach: szczepie dzikim C. albicans oraz
dwoch mutantach. Wspomniany szczep dziki jest izolatem klinicznym,
pochodzacym z jamy ustnej cztowieka. W pracy badano dwa
zmodyfikowane szczepy o ciekawych i przydatnych do zaplanowanych
badan witasciwosciach. Pierwszy z nich to C. albicans Myco 3
charakteryzujacy sie obnizong zawartoscig chityny $cianie komorkowej
przy jednoczesnie zwiekszonej zawartosci B-1,3-glukanu. Kolejny mutant
to szczep NGY 357, ktéry podobnie jak poprzedni syntetyzuje wiecej
glukanu, ale w przeciwienstwie do szczepu Myco 3 wytwarza réwniez
wiecej chityny. W podanym zestawieniu wyraznie brakuje szczepu
dzikiego, wyjsciowego dla badanych mutantéw. Z pewnoécig laboratorium
z ktérego uzyskano mutanty posiada szczep wyjsciowy, duza szkoda, ze
nie dostarczyli rowniez szczepu macierzystego dla szczepéw Myco 3 oraz

NGY 357. Pozwolitoby to lepiej oceni¢ na ile obserwowane réznice
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pomigdzy badanymi mutantami a szczepem dzikim wynikajq ze
szczegblnych wtasciwosci badanych szczepdéw. Niezwykle cenne i
wartosciowe jest zastosowanie w tego typu pracy szczepu klinicznego,
ktéry pozwala oceni¢ efekt dziatania lizozymu na szczep ktéry stanowi
realne zagrozenie dla zdrowia. Byloby jeszcze bardziej cenne, gdyby
udato sie uzyskal wiecej szczepdéw klinicznych, pochodzacych z innych
zrodet i zasiedlajacych inne nisze organizmu, gdyz takie szczepy potrafig
sig istotnie miedzy sobg rézni¢. Domyslam sie, ze ograniczenia w liczbie i
réznorodnosci stosowanych szczepdw byly spowodowane brakiem czasu
oraz dostgpu do odpowiednich placéwek, co zrozumiate w obecnej
sytuacji. W czesci metodycznej moja uwage zwrdcita takze procedura
oczyszczania lizozymu, ktéry pdzniej byt stosowany w badaniach. Jest to
godne pochwaty, gdyz wiekszos¢ badaczy zadowala sie jakoscig
produktow oferowanych przez komercyjnych dostawcéw. Zastanawiam
sie czy nie byto mozliwe zakupienie lizozymu (ktéry z pewnoscig nie jest
unikalnym, niszowym produktem) o odpowiedniej jakosci od innego
dostawcy, co umozliwitoby jednak szybsze i tatwiejsze uzyskiwanie
materiatu do badan. Sam opis stosowanych metod nie pozostawia
zadnych watpliwosci, Autorka rozprawy w sposéb wyczerpujacy opisuje

procedury prowadzenia doswiadczen.

Pani mgr Katarzyna Grygorczuk-Ptaneta znakomicie poradzita sobie z
zaplanowaniem i przeprowadzeniem doswiadczen oraz opracowaniem
catej metodyki badawczej. Opis wynikéw rozpoczyna analiza
przezywalnosci catych komérek oraz protoplastéw badanych szczepéw.
Lizozym istotnie zmniejszyt przezywalnos$¢ catych komérek jednoczeénie
nie wptywajqc w istotny sposéb na protoplasty, co udowania ze gtdwnym
celem lizozymu jest Sciana komoérkowa. Dalszego potwierdzenia dla tej
tezy dostarczajg wyniki badania mutantéw cechujacych sie zmianami w
sktadzie sciany komérkowej, ktére to miaty réwniez inng niz szczep dziki
przezywalnos¢ pod wpltywem lizozymu. Te ciekawe wyniki pozostawiajgq
pewien niedosyt, Autorka badata wptyw lizozymu w okreé$lonym zakresie

stezen (0,5-4 uM). Pozostawia to bez odpowiedzi takie pytania: jakie jest
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stezenie lizozymu ktére nie wptywa istotnie na przezywalno$é C. albicans
oraz czy jest mozliwa catkowita eradykacja C. albicans przy uzyciu
lizozymu? W kolejnych eksperymentach Doktorantka potwierdzita, ze
wykazany spadek przezywalnosci jest zwigzany ze zmianami
metabolicznymi  C. albicans oraz e lizozym obniza potencjat
reprodukcyjny tych drozdzakéw. Autorka rozprawy nie ograniczyta sie
tylko do badan o ogdlnych, ale zastosowata rdéwniez techniki
molekularne, zeby potwierdzi¢ ze spowolnienie cyklu komédrkowego jest
zwiqzane ze  zwiekszeniem aktywnosci metakaspazy, enzymu
kontrolujacego cykl komdrkowy u drozdzy. Wychodzac ze sprawdzonej
juz tezy, ze gtéwnym celem lizozymu jest éciana komdrkowa, Autorka
zbadata morfologie komérek C. albicans poddanych dziataniu lizozymu.
Zaobserwowano istotne zmiany strukturalne, ktére zmniejszyty
elastycznos¢ komoérek i site adhezji. Stosujac barwienie, Doktorantka
udowodnita tez oddziatywania lizozymu na polisacharydowe sktadniki
Sciany komérkowej C. albicans. W 8. rozdziale wynikéw Autorka
wykazata, ze lizozym ludzki nie posiada aktywnosci chitynolitycznej, a
tym samym oddziatuje na komérki C. albicans poprzez inny mechanizm.
W ostatnim rozdziale wynikéw mgr K. Grygorczuk-Ptaneta przedstawia
rezultaty niezwykle skomplikowanego i ciekawego eksperymentu, w ktérym
badata interakcje lizozymu z glukanem metodg interferometrii
biowarstwowej. Doktadniej, zbadano wigzanie z laminaryna, poniewaz f-1,3
glukan jest bardzo stabo rozpuszczalny w wodzie. Przeprowadzony
eksperyment wykazat zdolno$¢ lizozymu ludzkiego do wigzania z laminaryna.
Na podstawie podobiefAstw strukturalnych laminaryny z glukanem mozna
wnioskowa¢, ze z podobnym powinowactwem badany enzym wigze réowniez

glukan obecny w Scianie komodrkowej C. albicans.

Rozprawe doktorska podsumowuje bardzo dobra Dyskusja, w ktérej
Doktorantka rzeczowo i wyczerpujaco omawia uzyskane wyniki i przedstawia

je w kontekscie aktualnych, odpowiednio dobranych pozycji literaturowych.
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Rozprawe doktorskg mgr Katarzyny Grygorczuk-Ptanety oceniam jako bardzo
dobrg. Doktorantka zrealizowata postawione cele naukowe, uzyskujac wyniki
o duzej wartosci poznawczej oraz potencjale aplikacyjnym w biotechnologii
medycznej. Rownie wysoko oceniam odpowiedni dobér metodyki, sposdb
zaplanowania i realizacji kolejnych zadan badawczych, a takze interpretacji i

krytycznej dyskusji uzyskanych wynikéw.
Whniosek koncowy

W mojej opinii oceniana rozprawa w petni spetnia wymogi ustawowe stawiane
pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady Naukowej
Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o
dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Grygorczuk-Ptanety do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage warto$é naukowa
uzyskanych wynikéw, ich znaczenie nie tylko z punktu widzenia biologii, ale
rowniez biotechnologii medycznej oraz wysokiej aktywnosci publikacyjnej

Doktorantki, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowna nagroda.

Dr hab. Radostaw Stachowiak
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