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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE)J
pt. ,Analiza oddziatywania lizozymu ludzkiego na komérki drozdzaka Candida albicans”,

wykonanej przez Panig magister Katarzyne Grygorczuk-Ptanete.

Niewatpliwe jedng z zastug drobnoustrojéw jest przyczynianie sie do utrzymania
ogolnego dobrostanu organizmu cztowieka. Przyktadem takiego dziatania jest zwiekszenie
przyswajalnosci sktadnikéw pokarmowych oraz wytwarzanie niektérych witamin przez
mikroflorg jelitowa. Z drugiej strony bakterie i grzyby moga by¢ przyczyng choréb, takze tych
koriczacych sie zgonem pacjenta. Candida albicans jest drozdzakiem wchodzacym w sktad
naturalnej flory ludzkiego organizmu. Drozdzaki wystepujg na powierzchni skéry, bton
sluzowych jak i w przewodzie pokarmowym. W pewnych sytuacjach C. albicans moze by¢
czynnikiem etiologicznym zakazenia. Dzieje sie tak gdy organizm posiada ostabiony uktad
odpornosciowy. W zwiazku z tym, szczegélnymi grupami ryzyka s pacjenci z zespotem
nabytego niedoboru odpornosci (AIDS — ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome), a takze
osoby stosujgce immunosupresanty (np. po przeszczepach), pacjenci onkologiczni (szczegdlnie
chorzy na biafaczke, chtoniaka i szpiczaka mnogiego), osoby w podesztym wieku, oraz pacjenci,
u ktorych w wyniku inwazyjnych dziatai medycznych mogto dojs¢ do zakazenia. Grzybice
moga dotyczy¢ zaréwno krwi jaki i powierzchni ciata m.in. skory, bton $luzowych, paznokci.
W wyniku obecnosci komérek patogenu w krwioobiegu moze dojé¢ do rozsiewu drozdzakéw
droga krwi (tzw. rozsiew krwiopochodny) powodujacego grzybicze zapalenie osrodkowego
uktadu nerwowego, wnetrza gatki ocznej czy tez wsierdzia. Najczestsza przyczyng grzybic
sg drozdzaki z gatunku C. albicans. Rzadziej izolowanymi patogenami s3 m.in. C. glabrata,

C. parapsilosis, C. tropicalis, oraz C. krusei. Grzybicze zakazenia uktadowe stanowig wcigz duze
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wyzwanie terapeutyczne. Smiertelno$¢ grzybic uktadowych i uogdlnionych zalezy
od rozpatrywanego obszaru geograficznego, a takze gatunku wywotujgcego infekcje i moze
siegaC nawet 80%. W celu zwalczenia infekcji grzybiczych stosuje sig m.in. leki z grupy azoli
(m.in. flukonazol, ketokonazol), echinokandyn, czy tez amfoterycyne B. Jednym
z komponentéw chronigcych organizm przed zakazeniem jest lizozym, bedacy sktadowa
odpornosci wrodzonej. Lizozym jest biatkiem enzymatycznym, ktére wytwarzane jest przez
wiele réznych gatunkdw organizméw, w tym przez cztowieka. Wystepuje on w komaérkach
uktadu odpornosciowego oraz ptynach ustrojowych i wykazuje aktywnos¢ przeciwbakteryjna
oraz przeciwgrzybiczg. Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe zwigzane jest z hydroliza
peptydoglikanu wchodzacego w skfad $ciany komoérkowej, co prowadzi do zachwiania
rownowagi oraz uwrazliwienia komérki na czynniki zewnetrzne takie jak cisnienie osmotyczne.
W efekcie moze doj$¢ do uszkodzenia btony komorkowej i wydostania sie czeéci zawartogci
wewnatrzkomdérkowej poza jej obreb, co moze doprowadzi¢ do émierci komérki. Dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe lizozymu ludzkiego wobec C. albicans ttumaczy sie jego aktywnoscig
hydrolityczng wobec polisacharydu wchodzacego w sktad $ciany komérkowej. Celem pracy
byto zgtebienie mechanizmu stojacego za obserwowang aktywnoscig przeciwgrzybicza. Praca
doktorska Pani mgr Katarzyny Grygorczuk-Ptanety sktada sig ze 121 stron, w tym streszczenia
w jezyku polskim oraz angielskim, spisu tresci, wykazu stosowanych skrétow, 38 rysunkéw,
jednej fotografii oraz 3 tabel. Praca zostata podzielona na wstep, czesc literaturowgy, opis celu
pracy, wykorzystanych materiatéw oraz opis metod, wyniki i ich dyskusje, opis dorobku
naukowego, bibliografie, a takze spis rycin i tabel. Rozprawa jest przygotowana w sposdb
staranny i jej ukfad jest typowy dla tego typu prac. Przygotowane ilustracje sg czytelne

i wzbogacaja monografig sprawiajac, ze jej treéé staje sig jeszcze bardziej przystepna.

W czgsci teoretycznej Doktorantka w sposéb precyzyjny i wyczerpujacy przedstawita
informacje dotyczace C. albicans. Uwzglednione zostaty czynniki wirulencji, chorobotwérczo$é
oraz terapie stosowane w zwalczaniu zakazen. Ponadto szczegbétowo opisano $ciane
komdrkowa oraz typy lizozymu wraz z mechanizmem ich dziatania. Jednoczeénie Autorka
wskazuje na to, ze najlepiej zbadanym jest lizozym pochodzacy z biatka jaja kurzego, za$
mechanizm dziatania lizozymu ludzkiego wymaga szczegétowych badan, ktére staty sie

przedmiotem niniejszej rozprawy. W istocie zbadanie mechanizmu lezgcego u podstaw
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aktywnosci przeciwgrzybiczej lizozymu jest istotnym zagadnieniem. Lepsze zrozumienie
sposobu dziatania naturalnych elementéw uktadu odpornosci nieswoistej jest wazne nie tylko
z poznawczego punktu widzenia ale takze nabiera szczeg6lnego znaczenia biorac pod uwage
fakt narastania opornosci na leki stosowane w zakazeniach grzybiczych. Zrozumienie
mechanizmu dziatania moze stanowi¢ podstawe do dalszych prac majgcych na celu
opracowanie nowych rozwiagzan terapeutycznych lub profilaktycznych z udziatem lizozymu lub

jego analogoéw.

Autorka za cel pracy postawita sobie okreslenie wptywu lizozymu ludzkiego na komorki
C. albicans. Do realizacji niniejszego celu konieczne byto przeprowadzenie szeregu badan
obejmujacych m.in. okreslenie mozliwosci oddziatywania lizozymu z B-1,3-glukanem i jego
degradacji enzymatycznej, a takze aktywnosci chitynolitycznej. Ponadto uwzgledniono wptyw
lizozymu na przezywalno$¢ komoérek drozdzaka, ich aktywnos$é metaboliczng, zywotnosc,
aktywnos¢ metakaspaz oraz powierzchnie komérki. W badaniach uwzgledniono trzy szczepy
C. albicans, przy czym jeden z nich byt izolatem klinicznym z jamy ustnej. Dwa pozostate
szczepy byty mutantami — Myco 3 oraz NGY 357. Pierwszy z nich charakteryzowat sie obnizong
zawartoscia chityny i zwiekszong zawartoscig B-1,3-glukanu w $cianie komarkowej, zas drugi
z nich cechowata obnizona zawartos¢ mannanu i fosfomannanu oraz zwiekszony udziat chityny
i B-1,3-glukanu. Zastosowanie szczepow réznigcych sie budowg Sciany komadrkowej pozwolito
na zbadanie hipotezy moéwigcej o réinym znaczeniu poszczegdlnych sktadnikow $ciany

komorkowej dla aktywnosci lizozymu ludzkiego.

Realizujgc poszczegdlne cele dysertacji, Doktorantka wykazata sie znajomoscia wielu
technik badawczych, ktére umiejetnie wykorzystata w praktyce. W ramach prac nad rozprawa
Pani mgr Katarzyna Grygorczuk-Ptaneta umiejetnie zaplanowata badania, a takze zastosowata
szereg technik niezbednych w pracy laboratoryjnej z zakresu mikrobiologii i biologii
molekularnej. Poza bardzo dobrym warsztatem mikrobiologicznym w rozprawie wykorzystano
takze obrazowanie komodrek przy uzyciu mikroskopii sit atomowych, skaningowego
mikroskopu konfokalnego, czy tez interferometrie biowarstwowg. Przeprowadzone badania
doprowadzity do uzyskania interesujgcych rezultatow, na podstawie ktérych Doktorantka

wyciggneta istotne wnioski. Wykorzystane w pracy protoplasty pozwolity w pierwszej
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kolejnosci potwierdzi¢ teze méwigca o tym, ze to wiasnie Sciana komoérkowa jest celem

dziatania lizozymu. Za najbardziej donioste osiggniecia niniejszej rozprawy uwazam:

e Okreslenie dziatania lizozymu ludzkiego skracajacego czas reprodukcji szczepoéw oraz
redukujacego liczbe podwojen;

e Okreslnie wptywu lizozymu ludzkiego na przezywalnosc i aktywnos¢ metaboliczng;

e Wskazanie na zwigzek pomiedzy dziataniem lizozymu a cyklem komoérkowym oraz
ksztattem komorek;

e Postawienie hipotezy mowigcej o tym, ze zawartos¢ chityny w $cianie komorkowej
ma zwigzek z czasem zycia komorki;

e Wskazanie na zmieniajgce sie pod wptywem lizozymu wtasciwosci powierzchni
komoérek C. albicans, w tym ich chropowatosci oraz adhez;ji;

e Stwierdzenie braku aktywnosci enzymatycznej lizozymu ludzkiego wobec chityny oraz
B-1,3-glukanu oraz wskazanie na wystepowanie oddziatywan lizozymu z f-1,3-
glukanem, co zaowocowato postawieniem hipotezy o nieenzymatycznym

mechanizmie dziatania przeciwgrzybiczego.

Przeprowadzone przez Panig mgr Katarzyne Grygorczuk-Ptanete badania pozwalajg lepiej
zrozumie¢ mechanizm dziatania lizozymu ludzkiego na komorki drozdzaka C. albicans. Nalezy
docenic szeroki zakres przeprowadzonych prac — od badan przezywalnosci poprzez badania
powierzchni komorki, jej wtasciwosci, zywotnosci oraz aktywnosci metakaspaz, a z drugiej
strony badan aktywnosci enzymatycznej lizozymu i jego nieenzymatycznego oddziatywania
z komédrky. Kompleksowe podejscie do problemu badawczego doprowadzito Doktorantke
do osiaggniecia zamierzonego celu. Rezultatem badan sg nie tylko wartosciowe wyniki
i poszerzenie wiedzy w danej dziedzinie ale takze powstanie nowych hipotez badawczych.
Innymi stowy, Doktorantka nie tylko wzbogaca stan wiedzy o nowe fakty ale takze w ramach
rozprawy starata sie ukierunkowac kolejne prace badawcze, ktérych wyniki mogtyby jeszcze
precyzyjniej odpowiedzie¢ na pytania zwigzane z mechanizmem stojacym za aktywnoscia
przeciwgrzybiczg ludzkiego lizozymu. W zwigzku z powyzszym bardzo wysoko oceniam poziom
merytoryczny niniejszej dysertacji. W pracy wystepujg jednak nieliczne btedy interpunkcyjne.

Wydaje sie, ze niektore zwroty mogtyby byé bardziej adekwatne, np. ,peptydy te stanowig
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pierwsza linie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej bedac efektorami odpornosci
nieswoistej” (str. 28), ,mutanty w $cianie komadrkowej” (str. 39), czy tez ,,ptodnosé C. albicans”

(str. 64). Uwagi te nie wptywajg na wysokg warto$¢ merytoryczng pracy. Ponadto prositbym

Doktorantke o udzielenie odpowiedzi na nastepujace pytania:

e Czy uzasadnione bytoby przeprowadzenie dodatkowych badan zzastosowaniem
szczepu referencyjnego pochodzgcego z kolekcji ATCC? Jakie korzysci mogtyby z tego
ptynac?

e Czy otrzymane wyniki badan aktywnosci enzymatycznej lizozymu ludzkiego (B-1,3-
glukanazowej i chitynolitycznej) wykluczajg mechanizm dziatania przeciwgrzybiczego

oparty o aktywnos$¢ enzymatyczng?

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji dysertacja Pani Katarzyny Grygorczuk-Ptanety
pt. ,Analiza oddziatywania lizozymu ludzkiego na komérki drozdzaka Candida albicans”,
spetnia wszystkie wymogi merytoryczne i formalne stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 z pdin. zm.)
z uwzglednieniem art. 179 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.). W zwigzku
z tym wnosze do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Grygorczuk-Ptanety do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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