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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Lewtak zatytutowanej:
»Przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa aktywnos¢ ekstraktow otrzymanych z wybranych
gatunkow roslin”, wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Marty Fiotki, prof. UMCS.

Powszechnie obserwowana antybiotykoopornos¢ mikroorganizmow patogennych dla cztowieka
jest uwazana za jedno z najwiekszych zagrozen dla ludzkosci w XXI wieku. Zagrozenie to nie taczy
sie tylko z nowo odkrywanymi gatunkami patogennych grzybow i bakterii, izolowanymi z réznych
srodowisk, ale takze i przede wszystkim, z nabywaniem przez szczepy znanych i dobrze
scharakteryzowanych patogenow, nowych opornosci na powszechnie stosowane terapie
antybiotykowe. Przyczyny zjawiska antybiotykoopornosci moga byc rozne, ale liczne dane
literaturowe wskazuja jednoznacznie, Ze najwazniejszym czynnikiem powstawania opornosci
patogenow na antybiotyki jest naduzywanie tych zwiazkow i ich niewtasciwe stosowanie w skali
globalnej. Odkrywanie nowych antybiotykow naturalnych, a tym bardziej opracowywanie nowych
antybiotykow syntetycznych, jest procesem dtugotrwatym, kosztownym i co najwazniejsze, bardzo
czesto nie konczy sie sukcesem, rozumianym jako wprowadzenie nowego antybiotyku na rynek. W
tej sytuacji poszukiwanie alternatywnych metod leczenia zakazen bakteryjnych i grzybowych u
ludzi jest przedmiotem intensywnych badan wielu zespotow naukowcow. Uzytecznym zrodtem
zwigzkow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej moga by¢ tkanki roslin, jak rowniez ekstrakty z
nich pozyskiwane.

Przedtozona do recenzji Rozprawa Doktorska Pani mgr Kingi Lewtak, wykonana pod
kierunkiem Pani dr hab. Marty Fiotki, prof. UMCS, w Katedrze Immunobiologii i Katedrze Biologii
Komérki, Instytutu Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Marie Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
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podejmuje temat analizy aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow roslinnych
otrzymywanych z roslin Pelargonium zonale (pelargonia rabatowa) i Sida hermaphrodita
(Slazowiec pensylwanski). Pomimo faktu, ze zarowno pelargonia rabatowa jak i slazowiec
pensylwanski byly i sq wykorzystywane w etnomedycynie jako naturalne srodki lecznicze, a takze
rosliny te i zwiazki z nich pozyskiwane sa do$¢ dobrze opisane i scharakteryzowane w literaturze,
ciagle niewiele jest wiadomo o aktywnosci zwigzkow produkowanych przez te rosliny przeciwko
wybranym przez Doktorantke dwoém modelom badawczym. Modele badawcze, ktore Doktoranta
wybrata do swojej pracy doktorskiej to: Candida albicans - patogen grzybowy, powodujacy
oportunistyczne grzybice u osob z obnizona odpowiedzia immunologiczng, i Mycobacterium
smegmatis - bakteria oportunistyczna, blisko spokrewniona z Mycobacterium tuberculosis,
powodujaca gruzlice, ktéra uznawana jest powszechnie za gatunek modelowy do badania
mykobakterioz, powodowanych przez patogenne szczepy bakterii z rodzaju Mycobacterium. Z tego
wzgledu temat podjety przez Doktorantke w projekcie doktorskim uwazam za niezwykle
istotny i nowatorski.

Rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Lewtak zostata przygotowana w jezyku polskim i ma
klasyczna i przyjeta powszechnie, dla tego rodzaju opracowan naukowych, forme. Rozprawa
doktorska sktada sie z 180 stron, na ktorych Autorka przedstawita kolejno takie rozdziaty pracy
jak: Wykaz Stosowanych Skrotow, Streszczenie, Streszczenie w jezyku angielskim (Summary),
Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Spis Literatury, Spis Tabel i Rycin
oraz Aneks, zawierajacy zyciorys naukowy Autorki. Rozprawa doktorska jest bardzo bogato
ilustrowana: zawiera 41 ryciny, 7 tabel oraz obejmuje 176 pozycji literaturowych, licznie
cytowanych w tekscie.

Szczegbétowe omowienie poszczegdlnych czesci rozprawy doktorskiej:

Streszczenie i Streszczenie w jezyku angielskim (Summary) - oba streszczenia zawieraja
syntetyczne omowienie celu pracy, zastosowanych metod badawczych i otrzymanych wynikéw. Co
wiecej, oba Streszczenia zawieraja krotkie podsumowanie najwazniejszych obserwacji i wnioskow
uzyskanych z pracy doswiadczalnej.

Wstep - na 34 stronach Rozprawy Doktorskiej Autorka wprowadza czytelnika w zagadnienia
poruszane w swojej pracy: opisuje kolejno i bardzo szczegétowo dwa modele badawcze: C.
albicans i M. smegmatis, ich czynniki wirulencji, cykl zyciowy, przebieg zakazenia oraz stosowane
obecnie terapie. Ponadto, Autorka opisuje dotychczasowy stan wiedzy w zakresie wykorzystania
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roslin jako zrodta zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych oraz molekularne mechanizmy dziatania
zwiazkow pochodzenia roslinnego w kontroli mikroorganizméw patogennych. W ostatnich
podrozdziatach Wstepu, Doktorantka szczegotowo przedstawia wykorzystywane w pracy
doktorskiej gatunki roslin: P. zonale i S. hermaphrodita. Nie mam zadnych krytycznych uwag
merytorycznych do tego rozdziatu. Wstep jest wyczerpujacy i bardzo dobrze napisany. Co
wiecej, uwazam, ze informacje w nim zawarte mogtyby zosta¢ wykorzystane do przygotowania
krotkiej pracy przegladowej w tematyce kontroli patogendw ludzkich z wykorzystaniem zwigzkow
pochodzenia roslinnego. Pozostawiam ten pomyst do rozwazenia dla Doktorantki i Pani Promotor.

Cel pracy - jest przedstawiony w sposob klarowny. Gtéwny cel pracy zostat podzielony na 7 celow
szczegotowych, ktore zostaty bardzo dobrze scharakteryzowane i opisane.

Materiaty i Metody - rozdziat ten sktada sie z dwoch powiazanych ze soba w logiczny sposob
podrozdziatow (podrozdziat Materiaty i podrozdziat Metody), ktére w sposob jasny i szczegotowy
przedstawiaja opisy wszystkich materiatow i metod wykorzystywanych w przedstawionej pracy
doktorskiej. Doktadne i rozbudowane opisy przeprowadzonych przez Autorke doswiadczen
uwidaczniaja ogrom pracy wiozonej przez Doktorantke w przygotowanie i przeprowadzenie
eksperymentow. Eksperymenty te zostaty zaplanowane bardzo szczegotowo, zawieraja dobrze
dobrane kontrole i powtorzenia zarowno biologiczne jak i techniczne. Dbato$¢ o szczegétly
pokazuje duzg skrupulatnos¢ i jakosé wykonanej pracy, oraz takie przygotowanie wszystkich
doswiadczen i eksperymentow, aby otrzymane wyniki byty interpretowalne w jednoznaczny
sposob. Skrupulatne przygotowanie przez Doktorantke wszystkich doswiadczen zastuguje na
duze uznanie. Rozdziat Materiaty i Metody jest w duzej mierze wyczerpujacy. Po przeczytaniu
tego rozdziatu nasuwajg mi sie nastepujace pytania do Doktorantki:

e C(Czy istniejg informacje o zmiennosci wewnatrzgatunkowej P. zonale i S.
hermaphrodita? Czy zmiennos¢ wewnatrzgatunkowa roslin uzywanych w tej
pracy doktorskiej mogtaby mie¢ znaczenie dla obserwowanej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow z tych roslin pozyskiwanych?

e Czy dobrym pomystem mogtoby byé zastosowanie elicytacji roslin w celu
zwiekszenia stezenia zwiazkdw o potencjale przeciwdrobnoustrojowym w
ekstraktach P. zonale i S. hermaphrodita? Jezeli tak, to jak taki eksperyment
mogtby zostac¢ zaplanowany?
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Wyniki - ta czesc pracy doktorskiej Pani mgr Kingi Lewtak obok rozdziatu Dyskusja, jest, moim
zdaniem, najbardziej interesujagcym fragmentem przedstawionej pracy doktorskiej. Rozdziat
ten, (chociaz Autorka tego nie sygnalizuje w tekscie) mozna podzieli¢ na dwie czesci, ktorymi sa:
czesc pierwsza - dotyczaca analizy aktywnosci ekstraktow roslinnych przeciwko bakteriom M.
smegmatis i czes¢ druga - w ktorej Autorka analizuje efekt przeciwdrobnoustrojowy ekstraktow
wybranych roslin przeciwko grzybom C. albicans.

Doktorantka rozpoczeta swoje badania od wyboru ekstraktow, otrzymanych zaréwno z réznych
gatunkow roslin jak i z réznych ich czesci, o najwiekszym potencjale w kontroli zaréwno M.
smegmatis jak i C. albicans (aktywnosc¢ typu lizozymu). Na tej postawie, sposrod 16 ekstraktow,
wybrata ekstrakty z todyg podkwiatostanowych P. zonale i nasion S. hermaphrodita do dalszych
badan ich aktywnosci przeciwko C. albicans i M. smegmatis.

Nastepnie Doktorantka ocenita przezywalnos¢ komorek bakterii i grzybow traktowanych
ekstraktem otrzymanym z todyg P. zonale i nasion S. hermaphrodita i zaobserwowata, ze
przezywalnosc zarowno C. albicans jak i M. smegmatis statystycznie istotnie maleje wraz ze
wzrostem stezenia obu ekstraktow w eksperymencie.

+ Pojawia sie tutaj pytanie o dtugo$é czasu ekspozycji komarek bakterii i grzybow
na dziatanie ekstraktéw roslinnych. Doktorantka wybrata czas 6 déb dla
eksperymentu z komérkami bakterii i 3 doby dla eksperymentu z komérkami
drozdzy. Skad taki wybor czaséw eksperymentu? Czy czasy te zostaty wybrane
na podstawie wtasnych badan wstepnych Doktorantki czy tez moze danych
literaturowych?

W dalszej czesci badan, Pani mgr Lewtak wykonata analizy mikroskopowe traktowanych
ekstraktami roslinnymi komorek bakterii i drozdzy w celu okreslenia kondycji zaréwno catych
komoérek, ich czesci sktadowych (badania ultrastruktury komérek grzybéw) jak i ich powierzchni.
W obu modelach badawczych Doktoranta zaobserwowata zmiany morfologiczne bton i $cian
komorkowych, prowadzace do smierci komorek. Podobnie, w obu przypadkach, Doktorantka
zaobserwowata powstawanie konglomeratéw zlepionych komorek o nieprawidtowej morfologii,
sugerujace wptyw ekstraktow roslinnych na podziaty komérkowe i oddzielanie sie od siebie
komorek potomnych po podziatach.

W celu szczegotowej analizy miejsca oddziatywania ekstraktow roslinnych na komoérki C.
albicans i M. smegmatis, Doktorantka postuzyta sie technikami skaningowej mikroskopii
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elektronowej, transmisyjnej mikroskopii elektronowej, mikroskopii sit atomowych, spektroskopii
w podczerwieni czy spektroskopii Ramana. Uzycie, wymienionych powyzej, technik pozwolito
jednoznacznie wykazac¢ wptyw ekstraktow z roslin P. zonale i S. hermaphrodita na morfologie,
morfogeneze, przezywalnosc oraz powstawanie deformacji na powierzchni komorek obu modeli
badawczych (bakterie i grzyby), przy czym wptyw ten rost wraz ze wzrostem stezenia ekstraktow
roslinnych w badanych probach.

Kolejnym, waznym elementem pracy doktorskiej Pani mgr Kingi Lewtak byta ocena
cytotoksycznosci badanych ekstraktow roslinnych wzgledem komorek linii  prawidtowych
fibroblastow ludzkich (linia HSF). Badania Doktorantki wykazaty, ze ekstrakt z P. zonale wykazuje
wtasciwosci cytotoksyczne, nawet przy relatywnie matych stezeniach w probie, natomiast ekstrakt
z nasion S. hermaphrodita takiej aktywnosci nie posiadat, nawet w najwyzszych stosowanym
stezeniu w probie (200 pg/ml). Cytotoksycznos¢ ekstraktu z P. zonale, jak zauwazyta Autorka,
ogranicza istotnie zastosowanie tego ekstraktu jako zwiazku przeciwdrobnoustrojowego u ludzi.

» Czy, pomimo relatywnie wysokiej cytotoksycznosci ekstraktu otrzymanego z P.
zonale, istnieje mozliwosc zastosowania zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych
w nim obecnych w terapii choréb ludzi i zwierzat? Jezeli tak, to jaka strategie
nalezatoby podjac¢, aby byto to mozliwe?

W dalszej czesci swojej pracy, Doktorantka skupita sie na identyfikacji i charakterystyce
frakcji (i zwiazkow) odpowiadajacych za aktywnosc przeciwdrobnoustrojowa ekstraktu z nasion S.
hermaphrodita. W tym celu, Doktorantka rowniez wykorzystata szereg technik badawczych w tym:
spektroskopie w podczerwieni, analize elektroforetyczna, magnetyczny rezonans jadrowy,
chromatografi¢ gazowa, spektroskopie Ramana oraz spektrometrie mas (MALDI i ESI LC-MS/MS).
Analizy te pozwolity wytypowac zwiazki aktywne we frakcjach ekstraktu z nasion S. hermaphrodita
dziatajace przeciwko C. albicans i M. smegmatis (to najprawdopodobniej, jak zasugerowata
Doktorantka wicyliny i biatka transportujace lipidy).

» Nasuwaja sie tutaj nastepujace pytania. Czy Doktorantka mogtaby
zaproponowac doswiadczenia pozwalajace jednoznacznie potwierdzi¢ udziat
wytypowanych zwigzkéw aktywnych w obserwowanej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej? Jaki taki eksperyment mogtby wygladac?
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e Czy uzyteczna metoda identyfikacji i charakterystyki zwigzkow aktywnych w
tej pracy doktorskiej mogtaby by¢ bioautografia z wykorzystaniem
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej? Jezeli tak, to czy Doktorantka
mogtaby teoretycznie opisac jak taki eksperyment mogtby zostac
przeprowadzony?

Dyskusja - ten rozdziat rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Lewtak jest obok rozdziatu Wyniki,
najbardziej interesujacy. Doktorantka bardzo umiejetnie dyskutuje otrzymane przez siebie
wyniki badan z danymi literaturowymi w temacie projektu doktorskiego. Dyskusja ma logiczny
bieg, jest spojnie napisana i czytelna. Liczba cytowanych prac w rozdziale Dyskusja jest
znaczna. Dobor cytowanej literatury i struktura tego rozdziatu uwidacznia bardzo dobra
znajomos$¢ tematyki badawczej. W mojej opinii, dobér literatury jest wiecej niz poprawny. Co
nalezy dodatkowo podkresli¢, Autorka cytuje najnowsza literature w temacie projektu
doktorskiego (prace z 2020 roku). Oznacza to, Ze Autorka na biezaco $ledzi literature w
temacie rozprawy doktorskiej oraz w sposob odpowiedni modyfikuje swoja prace naukowa
poprzez analizy prac naukowych innych badaczy. Uwazam, ze dyskusja wynikow otrzymanych
przez Doktorantke w Jej projekcie doktorskim jest przeprowadzona w sposob logiczny,
prawidtowy i rzetelny.

Whnioski - ten bardzo krotki rozdziat, zawiera zebrane wnioski, ktore powstaty w wyniku realizacji
pracy doktorskiej. Autorka podsumowata prace w postaci dwoch wnioskow gtownych, ktore zostaty
poparte 10 szczegotowymi obserwacjami. Przedstawione przez Doktorantke wnioski sa zasadne i
bardzo dobrze poparte przez obserwacje, ktore poczynita Pani mgr Lewtak w trakcie swojej pracy
doktorskiej.

Literatura - spis literatury zawiera 176 pozycji. Jak napisatem wczesniej dobor literatury jest
bardzo poprawny. Lista publikacji przygotowana jest bardzo starannie, publikacje obecne na liscie
literatury sa cytowane w tekscie rozprawy doktorskiej. Nie udato mi sie znalez¢ zadnej publikacji,
bedacej na tej liscie, ktora nie bytaby cytowana w tekscie i odwrotnie, takiej, ktéra jest cytowana
w tescie, ale nie znajduje sie na liscie literatury.

Przygotowanie rozprawy doktorskiej i uwagi edytorskie - pod wzgledem przygotowania
edytorskiego i graficznego rozprawy doktorskiej, a takze uzywanego przez Doktorantke jezyka
naukowego, prace oceniam bardzo wysoko. Rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo
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starannie, zawiera liczne schematy, ryciny i tabele, ktore nie tylko bardzo utatwiaja analize
wynikow, ale je bardzo pieknie ilustruja. Na szczegdlnag uwage zastuguja bardzo starannie
wykonane zdjecia preparatow mikroskopowych grzybow i bakterii, uwidaczniajace zmiany
morfologiczne komorek oraz zdjecia z mikroskopu sit atomowych, obrazujace powierzchnie
komoérek. Drobne uchybienia edytorskie, ktére znalaztem w rozprawie doktorskiej, sg tak
nieistotne i tak rzadkie, ze pozwole sobie pominac je w mojej recenzji.

Podsumowanie i Wniosek Korficowy:

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Lewtak stanowi oryginalny i
wazny wktad Autorki w tematyke poszukiwania nowych zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych
pochodzenia roslinnego. Praca doktorska zostata prawidtowo i merytorycznie zaplanowana,
przedstawia spojny ciag myslowy, oraz prowadzi do istotnych odkry¢ naukowych. Czesé
przedstawionych wynikéw badan zostala juz opublikowana w postaci dwéch prac
eksperymentalnych (w 2014 roku - w czasopismie Micron z grupy Elsevier i w 2019 roku - w
czasopismie Scientific Reports z grupy Nature), w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem.
Ponadto, Doktorantka jest wspéttworca wynalazku, chronionego patentem na terenie Polski -
metody zwalczania zakazen C. albicans z wykorzystaniem ekstraktu z nasion $lazowca
pensylwanskiego.

Autorka postuzyta sie w swojej pracy szerokim warsztatem metodycznym z zakresu
mikrobiologii, analiz biochemicznych, metabolicznych, cytotoksycznych, biofizycznych i
morfologicznych oraz technik obrazowania. Jakos$¢ przeprowadzonych badan pozwala mi
stwierdzi¢, ze Autorka cechuje sie duza biegtoscia w stosowaniu tego bardzo bogatego
warsztatu bardzo réznych technik. Jak kazda dobra praca naukowa, takze ta, pozwala na
wyznaczenie nowych celow badawczych i analize nowych probleméw naukowych.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi Ustawy z dnia 20 lipca
2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668) i dlatego tez wnosze do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Kingi Lewtak do dalszych etapow obrony rozprawy doktorskiej.

Jednoczesnie, majac na uwadze wysoka ocene merytoryczng prezentowanych badan,
rzetelnos¢ Doktorantki w planowaniu i przeprowadzaniu eksperymentéw oraz bogaty dorobek
naukowy Doktorantki w tematyce metod kontroli patogenow ludzkich, wnosze do Wysokiej Rady
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Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o
stosowne wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Lewtak.

r
Z wyrazami szacunku, %yﬂ O‘th /\/j

dr hab. Robert Czajkowski, prof. UG
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