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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Lewtak pt.
,Przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa aktywnos¢ ekstraktow otrzymanych z
wybranych gatunkow roslin”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Marty Fiotki, prof. UMCS w Katedrze Biologii
Komoérki 1 Immunobiologii Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-

Sktodowskiej

W ostatnich latach zauwazalny jest “epidemiologiczny renesans” chordob
zakaznych wywotywanych przez grzyby oraz gruzlicy. Paradoksalnie, pomimo
znaczacego postepu w medycynie, na poczatku trzeciego tysigclecia mozliwosci
terapeutyczne tych zakazen wcigz sg bardzo ograniczone. Pierwsze obawy zwigzane z
narastajaca prewalencja choréb zakaznych o etiologii grzybiczej 1 gruzlicy pojawity si¢
w pierwszych dziesigcioleciach XX wieku. Powodow takiego stanu upatrywano w
roznych czynnikach srodowiskowych i antropopresji. Od tamtego czasu zainteresowanie
kliniczng terapig przeciwgrzybicza i przeciwgruzlicza stopniowo wzrastato, aczkolwiek
tempo opracowywania nowych lekow az do dnia dzisiejszego jest bardzo wolne. Pomimo

dostgpnosci przynajmniej kilku klas lekow przeciwgrzybiczych przeznaczonych do

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W LUBLINIE
ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin, www.up.lublin.pl
Sekretariat Uczelni: ul. Akademicka 13, tel. (+48 81) 445 66 22, 533 37 52; sekretariat.uczelnigup.lublin,pl

Strona | 1

y /A



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

uzytku klinicznego, stanowig one ograniczone spektrum w konteks$cie dostepnych dla
nich celéw komoérkowych. Nalezy zaznaczy¢, ze az cztery z o$miu klas obecnie
dostepnych lekow przeciwgrzybiczych tj. polieny, azole, alliloaminy i pochodne
morfoliny dziataja na poziomie btony komdrkowej. Z kolei pochodne azolowe, w tym
imidazole i triazole pomimo najszerszego spektrum dziatania jako leki o wiasciwosciach
grzybostatycznych sg obarczone zjawiskiem narastajacej na nie tzw. oporno$ci nabytej,
niejednokrotnie opisywanej w literaturze. Ponadto, leki azolowe wchodza w interakcje z
innymi lekami, co stwarza duze problemy w odniesieniu do pewnych grup pacjentow.
Natomiast w przypadku lekow przeciwgruzliczych wymieniane sg dwie grupy lekow, tj.
leki I- 1 II-rzutu, a wsrdd nich przede wszystkim izoniazyd, etambutol, pirazynamid,
etionamid i fluorochinolony. W zasadzie niewielka liczba lekéw 1 wolne tempo rozwoju
nowych farmaceutykow nie bytyby problemem, gdyby obecnie stosowane terapie byty
wysoce skuteczne. Niestety, wskazniki dotyczace wystgpowania dzialan niepozadanych
1 opornosci w leczeniu wahaja si¢ od 20% do 100%, w zaleznosci od organizmu i stanu
odpornosci gospodarza. Inny problem wynikajacy z powszechnego stosowania lekow,
zwigzany z naktadajacymi si¢ mechanizmami ich dzialania 1 tozsamymi celami
komoérkowymi, jest powstawanie fenotypow opornosci wielolekowej (MDR, Multi-Drug
Resistance) obserwowanych wsrod coraz wigkszej liczby patogennych grzybow i
pratkéw. Z tego powodu nie tylko testowanie in vitro lekow przeciwgrzybiczych i
przeciwgruzliczych, ale takze poszukiwanie nowych syntetycznych 1 naturalnych
substancji leczniczych wpisuje si¢ w koncepcje opisu ,.Swigtego Graala” terapii,
stanowigc aktualne zadanie dla srodowiska mikrobiologéw. W tym konteks$cie podjecie
przez mgr K. Lewtak tematu analizy aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow z
lodyg podkwiatostanowych pelargonii rabatowej (Pelargonium zonale) i nasion $lazowca
pensylwanskiego (Sida hermaphrodita) uwazam za uzasadnione, a takze dobrze
wpisujace si¢ w Swiatowe trendy badawcze w dyscyplinie nauk biologicznych.
Manuskrypt ocenianej rozprawy ma strukture¢ 1 uktad typowy dla prac
doktorskich, liczy 169 stron wydruku komputerowego, a tekst zostat podzielony na VI
glownych rozdziatow, tj. Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja i
Wnhioski. Ponadto, w spisie piSmiennictwa wskazanych zostalo 176 referencji

cytowanych w dysertacji. Dokumentacja uzyskanych wynikéw i wykonanego przegladu
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literatury zostata przedstawiona na 41 rycinach 1 w 7 tabelach, ktorych spis zostat
umieszczony w dwoéch osobnych rozdziatach na koncu pracy doktorskiej. W tym miejscu
zaznaczam, ze w rozdziale Materiaty i metody znajduje si¢ dodatkowych 5 tabel bez
przypisanego numeru 1 nieuwzglednionych w spisie. Natomiast na poczatku pracy
zamieszczony zostat pelny wykaz stosowanych skrotéw i oznaczen oraz streszczenie w
jezyku polskim i angielskim. Wartym zauwazenia elementem pracy jest Aneks, w ktorym
Doktorantka przedstawita swodj zyciorys naukowy. Na pochwale zastuguje wysoka
aktywno$¢ naukowa mgr K. Lewtak, ktora obejmuje wspodtautorstwo w 9 publikacjach w
czasopismach posiadajacych Impact Factor, z czego w dwoch widnieje jak pierwszy
autor. Dodatkowo, w spisie dorobku wskazane zostato wspoétautorstwo w 11 rozdziatach
do monografii naukowych, aktywny udzial w 13 krajowych i 15 mi¢dzynarodowych
konferencjach, uczestnictwo w opracowaniu 2 patentow i kierowanie 5 projektami
wewnetrznymi UMCS dla mtodych naukowcow. Zaangazowanie naukowe Doktorantki
zostalo nagrodzone przez Polskie Towarzystwo Botaniczne nagroda II-stopnia dla
mtodych pracownikoéw nauki w 2016 roku.

Wstep rozprawy doktorskiej obejmuje 33 strony i sklada si¢ z 3 gldéwnych
podrozdziatéw, w ktorych przedstawiona jest charakterystyka mikrobiologiczna i
kliniczna grzybow z gatunku Candida albicans oraz pratkow saprofitycznych
Mycobacterium smegmatis, drobnoustrojow modelowych blisko spokrewnionych z
pratkami gruzliczymi Mycobacterium tuberculosis, a takze omowione sg wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe zwigzkéw o pochodzeniu roslinnym. Doktorantka przedstawia
w tym rozdziale 7 rycin i 1 tabele, ktore zdecydowanie zwigkszaja warto$¢ poznawcza
przegladu literatury, umozliwiajac tatwiejsze zorientowanie si¢ w temacie. Ponadto, do
wszystkich rycin zostato wskazane zrodlo, co jest dobrg praktyka w nauce i podkresla
dbato$¢ o prawidlowe poslugiwanie si¢ prawami wlasnosci intelektualnej. W mojej
ocenie za malo uwagi zostalo poswigcone na scharakteryzowanie lekéw
przeciwgrzybiczych, ich mechanizmow dzialania 1 prewalencji opornosci
mikrobiologicznej jaka notowana jest obecnie wsrod grzybow chorobotwoérczych,
szczegolnie czgsto dla C. albicans, mikroorganizmu bedacego w glownym
zainteresowaniu Doktorantki. Zwracam roéwniez uwage na prawidlowe nazewnictwo

grup lekdéw przeciwgrzybiczych, btedem jest stosowanie terminu antybiotyk do
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wszystkich terapeutykow. W tym kontekScie nalezy poprawi¢ blad zaklasyfikowania
alliloamin do antybiotykow przeciwgrzybiczych, prawidlowo sg to chemioterapeutyki.

Celem pracy doktorskiej mgr K. Lewtak bylo otrzymanie i analiza aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej 1 przeciwgrzybowej  ekstraktow  roslinnych z  todyg
podkwiatostanowych P. zonale oraz nasion S. hermaphrodita. W rozdziale zostato
przedstawionych 7 szczegdtowych celéw pracy, ktérymi byla selekcja ekstraktow pod
katem aktywnos$ci typu lizozymu z wykorzystaniem zawiesiny bakterii Micrococcus
luteus, a nastgpnie analiza dzialania dwoch ekstraktow o najwyzszej aktywnosci,
pochodzacych z ro§lin wymienionych w gldéwnych celach pracy doktorskiej, na dynamike
metaboliczng, morfologi¢ i ultrastruktur¢ komorek szczepu dzikiego C. albicans,
szczepow wzorcowych C. albicans i C. krusei pozyskanych z kolekcji ATCC oraz
pratkow M. smegmatis. Ponadto, oceniona zostata cytotoksyczno$¢ ekstraktow P. zonale
1 S. hermaphrodita w stosunku do prawidtlowych komorek fibroblastow skory ludzkiej
oraz scharakteryzowany biochemicznie 1 proteomicznie ekstrakt nasion S.
hermaphrodita.

Rozdzial Materialty i metody obejmuje 29 stron maszynopisu, a wszystkie
informacje zostaly uporzadkowane wedlug klasycznego uktadu, w ktérym materiaty
zostaly wymienione w pierwszym paragrafie przed opisem metodyki przeprowadzonych
do$wiadczen. Sposob przedstawienia procedur badawczych jest w wigkszosci bardzo
szczegOlowy, a zorientowanie si¢ w koncepcji zaplanowanych analiz ulatwia podziat tej
czgsci pracy doktorskiej na az 27 podrozdzialow. Pewien niedosyt pozostawia
mikrobiologiczna cz¢§¢ metodyki. Doktorantka w podrozdziale 1.6. wymienita
wykorzystane w badaniach szczepy mikroorganizmow bez ich charakterystyki, co wydaje
si¢ istotnym brakiem w przypadku izolatu klinicznego C. albicans. Mozna si¢ domyslic,
ze okreslenie izolat kliniczny wskazuje na pozyskanie grzyba z przypadku chorobowego.
Szerszy opis przedstawiajacy zrédlo pochodzenia tego izolatu, jednostke chorobowa, a
takze dane dotyczace stosowanej u pacjenta terapii bytyby bardzo uzyteczne w kontekscie
prowadzenia analiz zwigzanych z detekcja nowych naturalnych substancji leczniczych.
W tym paragrafie nalezalo wskaza¢ rowniez bakteri¢ Micrococcus luteus, ktory to
mikroorganizm zostal wykorzystany do oznaczania aktywnosci typu lizozymu. Ponadto,

nie zostaly przedstawione wystarczajace dane dotyczace przednamnazania
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drobnoustrojow 1 ich przetrzymywania pomiedzy wykonywaniem doswiadczen.
Zwyczajowo w charakterystyce hodowlanej drobnoustrojow podawany jest przynajmnie;j
czas prowadzenia inkubacji, temperatura i rodzaj zastosowanego podioza, a przy
bankowaniu szczepéw wskazywany jest krioprotektant badz nazwa komercyjnyego
zestawu do zamrazania. W moim odczuciu rowniez nazwa podrozdziatu jest niefortunna,
raczej zamiast ,.stosowane mikroorganizmy” nalezatoby uzy¢ okreslenia ,,wykorzystane
w badaniach mikroorganizmy”. Z formalnej strony oceny pracy zwracam uwage na brak
numeracji tabel umieszczonych w podrozdziale Materialy, co stwarza problem same;j
Doktorantce, bowiem zamiast kierowa¢ do konkretnego numeru tabeli wskazuje na
Htabele w punkcie I11.1.4 rozdzialu Materialy i metody”.

Pewne watpliwosci budzi opis procedury oznaczania minimalnego stezenia
hamujacego ekstraktow z todyg P. zonale oraz nasion S. hermaphrodita wobec pratkdéw i
grzybow. Doktorantka zastosowata metodyke wtasna, co jest zrozumiate ze wzgledu na
analiz¢ substancji pochodzenia naturalnego. Niemniej jednak opis wykonania
doswiadczenia znaczaco odbiega od standardow przygotowanych przez Komitety
Migdzynarodowe, np. EUCAST (European Commitee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) dla badania lekowrazliwos$ci pratkow 1 grzybow. Uzasadnionym bytoby postuzy¢
si¢ ustalong normg postgpowania aby uzyska¢ wyniki o wigkszym potencjale
poréwnawczym do danych literaturowych dostgpnych dla lekow konwencjonalnych.
Takie podejscie pozwolitoby rowniez znacznie lepiej pozycjonowaé wyniki na arenie
migdzynarodowej, co w moim odczuciu mogloby przyczyni¢ si¢ do uzyskania
warto$ciowej oryginalnej publikacji.

Ponadto, zastanawia mnie twierdzenie wskazujace, Zze drobnoustroje do analizy
minimalnego stezenia hamujacego ekstraktoéw znajdowaty si¢ w fazie logarytmicznego
wzrostu, ktory to etap namnazania zostal okreslony na podstawie gestosci optycznej
hodowli plynnej przy dtugosci fali $wietlnej wynoszacej 600 nm, w pracy doktorskiej
zapisane jako OD600. Z doswiadczenia wlasnego nie wydaje mi si¢, aby faze wzrostu
drobnoustrojow mozna byto okresli¢ na podanej przez Doktorantke podstawie, bowiem
zalezy to od wielu czynnikow, m. in. ggstoSci poczatkowej inokulum, Zywotnos$ci
mikroorganizméw w materiale wyj$ciowym, temperatury i czasu inkubacji itp., ktore to

zmienne nie zostaly okreslone. Dodatkowo, przy badaniu minimalnego st¢zenia
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hamujacego na plytce 96-dotkowej, w studzienkach przygotowuje si¢ wzrastajace
stezenia analizowanych substancji, do ktérych dodaje si¢ wystandaryzowane inokulum
mikroorganizméw. Z opisu przedstawionego w pracy doktorskiej wynika, ze
doswiadczenie wykonywano w odwroconej kolejnosci. Ponadto, Doktorantka nie podata
temperatury i czasu inkubacji przed odczytem wynikow badania dla grzybow C. albicans.
Pomimo tych uwag metodycznych nie wydaje mi si¢, aby opisane sposoby postepowania
w jakikolwiek sposéb mogly obnizy¢ wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow. Z edytorskiej
strony nalezy wskaza¢ na dosy¢ chaotyczny sposdb podawania producentow
odczynnikow 1 urzadzen laboratoryjnych. Doktorantka nie ustalita w tym wzgledzie
jednolitej reguly, a w r6znych miejscach podawane sa informacje o nazwie producenta
albo o nazwie wraz siedzibg albo brak tych danych w ogole.

Rozdzial Wyniki obejmuje 53 strony i podzielony jest na 5 gléwnych
podrozdziatéw, w ktorych Doktorantka charakteryzuje aktywnos$¢ typu lizozymu u
wybranych gatunkow roslin, stanowigce badanie wstepne do wskazania ekstraktow
pozyskanych z dwoch gatunkow ro$lin jako najbardziej obiecujacych pod katem
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej, a nastgpnie szczegdtowo opisuje to dzialanie.
Ponadto, w wykonanych przez mgr K. Lewtak analizach zostala oceniona
cytotoksyczno$¢ ekstraktu z todyg podkwiatostanowych P zomale 1 nasion S.
hermaphrodita wobec prawidlowych komorek fibroblastow, a takze szczegdlowo
omoOwiona charakterystyka chemiczna nasion $lazowca pensylwanskiego. Do
przedstawienia wynikow Doktorantka postuzyta si¢ 31 rycinami i 6 tabelami. Na stowa
uznania zastuguja ryciny przedstawiajace zdjecia wykonane z wykorzystaniem
mikroskopii elektronowej oraz fluorescencyjnej, ktore stanowig bardzo dobry materiat
pogladowy 1 z nawiazka spelniajg swoja funkcje. Drobnym btedem we wszystkich
opisach tych rycin jest zastosowanie terminu ,.znacznik”, w rzeczywistosci jest to po
prostu ,,skala”.

W  kontekscie dalszych badan zastanawiam si¢ rowniez nad oceng
cytotoksycznosci ekstraktu z todyg podkwiatostanowych P zonale. Doktorantka
wykonata badania dla stezen ekstraktu 75, 150 1 200 pg/ml, konkludujac w dyskus;ji i
wnioskach o dziataniu toksycznym wobec fibroblastow ze wzglgedu na oznaczenie okoto

20-30% komorek martwych po 72 godzinach inkubacji, a minimalne st¢zenie hamujace
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(w skrocie podawane w pracy jako MIC wedtug standardéw miedzynarodowych) wobec
pratkow M. smegmatis 1 grzybow C. albicans zostalo wyznaczone na odpowiednio 25 i
12,5 pg/ml. Moze warto powtérzy¢ analizy dla nizszych stezen, odpowiadajacych
wartosciom MIC 1 nie zamyka¢ drogi kolejnych badan, bowiem dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe ekstraktu P. zonale wydaje si¢ by¢ obiecujace.

Rozdziat Dyskusja obejmuje 11 stron i stanowi omowienie uzyskanych wynikow
badan w odniesieniu do danych dostepnych w literaturze naukowej. Doktorantka
prowadzi czytelnika przez temat bardzo plynnie, a poszczegdlne paragrafy rozdziatu
koresponduja z informacjami zawartymi we Wstepie, co §wiadczy o dobrej znajomosci
tematu i rozeznaniu w problematyce terapii chorob zakaznych, zwtaszcza w konteks$cie
poszukiwania alternatywnych substancji przeciwdrobnoustrojowych. Zaznaczenia
wymaga fakt, ze wykonane badania byly w duzej mierze nowatorskie, a ekstrakt z nasion
slazowca pensylwanskiego zostal objety patentem, ktérego wspotautorem byta mgr K.
Lewtak z udziatem 45%. Z tego wzgledu prowadzenie dyskusji byto utrudnione bowiem
w literaturze podobnych danych naukowych nie ma badz sg tylko fragmentaryczne.
Niemniej jednak sposob prezentacji tematu w dyskusji przekonuje o istotnej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow z czegsci wegetatywnych P zomnale 1 nasion S.
hermaphrodita. Ponadto, szczegblowe scharakteryzowanie mechanizmoéow ich dziatania
oraz wplywu toksycznego na komorki fibroblastow skory ludzkiej stanowi wazne
osiggniecie Doktorantki na tle wspolczesnej wiedzy biologicznej. Szkoda, ze w
zakonczeniu dyskusji nie zostaly wyznaczone cele na dalsze badania. Niewatpliwie
przedstawione wyniki nalezy traktowac jako wstepne ze wzgledu na prowadzenie analiz
tylko na pojedynczych izolatach §rodowiskowych 1 klinicznych wybranych
mikroorganizmoéw prokariotycznych i eukariotycznych. Ze strony edytorskiej zwracam
uwage na brak spdjnosci w cytowaniu pismiennictwa. Doktorantka stosuje zamiennie

2

nazwisko pierwszego autora i skrot ,i in.” albo ,,i wsp.” albo cate okreSlenie ,,i
wspolpracownicy”.

Na podstawie uzyskanych wynikéw 1 przegladu literatury naukowej Doktorantka
przedstawila dwa wnioski. W jednym z nich wskazuje na skuteczne dzialanie
przeciwgrzybowe i przeciwbakteryjne ekstraktow S. hermaphrodita oraz brak ich

cytotoksycznosci. W drugim wniosku mgr K. Lewtak ocenia surowy ekstrakt z P. zonale
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jako toksyczny, co pomimo aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wyklucza ten preparat
z wykorzystania jako zrédla potencjalnego terapeutyku. Obydwa wnioski uwazam za
uzasadnione i potwierdzone przedstawionymi w pracy doktorskiej wynikami. Pewna
uwage mam do pierwszego z wnioskow, w ktorym Doktorantka uzyta terminu ,.terapia
przeciwgrzybowa”. W  kontek$cie terapii powinno si¢ stosowaé okreSlenie
przeciwgrzybicza. Wnioski zostaly potwierdzone przez 10 obserwacji, bedacych w
rzeczywisto$ci podsumowaniem uzyskanych wynikéw. Wydaje mi si¢, ze lepszym
rozwigzaniem byloby zastosowanie formuty wnioskéw takze do tych obserwacji i
ujednolicenie tego rozdziatu.

Spis pismiennictwa zawiera 176 pozycji, w wickszos$ci stanowigcych oryginalne
publikacje w czasopismach posiadajacych wspotczynnik impact factor. Duzy odsetek
cytowanych pozycji to artykuly, ktore ukazaly si¢ w ostatnich latach, co podkresla
aktualno$§¢ prowadzonych przez Doktorantk¢ badan. Wykaz publikacji zostal
przygotowany z nalezyta starannoscia wedlug jednolitego schematu, a wszystkie
wymienione w spisie pozycje zostaty zacytowane w tekscie rozprawy doktorskie;.

Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr Kingi Lewtak pt. ,, Przeciwbakteryjna i
przeciwgrzybowa aktywnosé ekstraktow otrzymanych z wybranych gatunkow roslin”
oceniam bardzo wysoko, a jako mocne punkty wymieniam skrupulatng podbudowe
teoretyczng zamieszczong we Wstepie 1 kontynuowang w Dyskusji, ciekawie
sformutowany Cel pracy, zastosowanie nowatorskich metod badan oraz merytorycznie 1
skrupulatnie opisane wyniki. Doktorantka nie ustrzegla si¢ pojedynczych bledow i
uchybien, ktore w ostatecznej ocenie nie wpltywaja na ogdlng warto$¢ poznawcza
dysertacji.

W mojej ocenie przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymagania zawarte w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. nr 64 poz. 1789 z
poézn. zm.) w zw. z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy
wprowadzajace Ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2018 r. poz.
1669 z pozn. zm.), zatem przedktadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej o dopuszczenie mgr Kingi

Lewtak do dalszych etapow przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk $cistych i
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przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Ponadto, ze wzgledu na uzyskanie
wynikéw przyczyniajgcych si¢ w stopniu znacznym do rozwoju dyscypliny naukowej
przy zastosowaniu nowoczesnej metodyki oraz bardzo dobrych wskaznikéw
bibliometrycznych Doktorartki wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy

stosowng nagroda.
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