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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Mitury

pt.: ,,Aktywnos¢ przeciwgrzybicza kompozycji ZtoZonych z antybiotyku
amfoterycyny B i wybranych pochodnych 1,3,4-tiadiazoli”

Tematem niniejszej rozprawy doktorskiej, autorstwa Pani mgr Katarzyny Mitury, jest
szczegbtowa ocena interakcji antybiotyku amfoterycyny B (AmB) z wybranymi zwigzkami z grupy
1,3,4-tiadiazoli, ktéra uwzglednia zaréwno badania wiasciwosci biologicznych (aktywno$é
przeciwgrzybicza i cytotoksyczna in vitro), jak réwniez analizy spektroskopowe. Uzasadnienie
wybranej tematyki badan znajduje si¢ juz na poczatku rozprawy, gdzie Doktorantka, zaznacza ze AmB
to skuteczny, lecz toksyczny lek przeciwgrzybiczy. W celu zmniejszenia dzialan niepozadanych
wystepujacych podczas stosowania tego antybiotyku, podjeto proby znalezienia zwigzkow
komplementarnych, z grupy pochodnych 1,3,4-tiadiazoli. W ramach przeprowadzonych badan
wyloniono zwiazek najbardziej obiecujacy, oznaczony w skrécie jako ,,C1”. W terapii skojarzonej
z AmB, pochodna ta wykazuje silne dziatanie synergistyczne (tj. zwigkszong aktywnos¢
przeciwgrzybiczg) oraz niskg cytotoksycznosé. Badania morfologiczne i analizy z wykorzystaniem
spektroskopii FTIR, potwierdzity odmienny mechanizm dziatania C1 — zaki6cenie biogenezy Sciany
komérkowej i indukcje stresu oksydacyjnego w komoérkach C. albicans. Otrzymane wyniki wskazuja
na wysoki potencjat terapii skojarzonej AmB-C1 w leczeniu zakazen grzybiczych. Juz w tym miejscu
warto podkreéli¢ interdyscyplinarny charakter pracy doktorskiej, ktéra ma fundamentalne znaczenie
zaréwno dla rozwoju wiedzy podstawowej, jak i innowacyjnych zastosowan medycznych. Uwazam, ze
rezultaty zaprezentowane w przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej, otwierajg nowe
perspektywy dla rozwoju badan w dziedzinie biologii, farmakologii oraz szeroko rozumianej
spektroskopii molekularnej, umozliwiajac przy tym kontynuacje prowadzenia prac nad poszukiwaniem
nowych lekéw o silnych wiasciwosciach przeciwgrzybiczych, czyli uwzgledniajacych problem, ktory
aktualnie stanowi dla ludzko$ci jedno z najwazniejszych wyzwan naukowych. Rozprawa zostata
przygotowana w Zaktadzie Biologii Komorki, Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie, pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Mariusza Gagosia.

W rozdziale pierwszym dysertacji oznaczonym jako Wstep, Doktorantka przedstawita
charakterystyke problematyki zwigzanej ze stosowaniem popularnych lekéw o dziataniu



przeciwgrzybiczym. Pani mgr Katarzyna Mitura podkreslita, ze w ostatnich latach obserwuje sie wzrost
przypadkow inwazyjnych infekcji grzybiczych (ang. invasive fungal infection, IFD), ktére wigzg sie
z wysoka $miertelnoscia, zwlaszcza u pacjentow z obnizong odpornoscia, tj. 0sob po przebytych
transplantacjach lub zmagajacych sie z takimi chorobami jak AIDS czy nowotwory. Z lektury tej czedci
rozprawy dowiadujemy sie, ze pomimo postepu w diagnostyce i terapii, leczenie IFI nadal stanowi
ogromne wyzwanie terapeutyczne, ze wzgledu na trudnosci diagnostyczne, ograniczona liczbe
skutecznych lekéw oraz rozwéj opornoscei patogenow. Gléwne czynniki utrudniajace leczenie to niska
selektywnos$¢ lekdw oraz pojawianie si¢ szczepow wielolekoopornych (ang. Multidrug Resistant, MDR:
ang. Extensively Drug Resistant, XDR i Pandrug-Resistant, PDR). Doktorantka w sposob bardzo
klarowny zaznaczyta, ze w leczeniu IFI stosuje si¢ kilka klas lekéw, do ktorych zaliczamy: azole,
makrolidy polienowe, echinokandyny, fluorowane pochodne pirymidyny oraz alliloaminy. Kazda
z wymienionych grup posiada jednak liczne ograniczenia, takie jak np. dziatania niepozadane, waskie
spektrum dziatania czy niekorzystne interakcje z innymi lekami. Ponadto rosngca opornosé patogenow
grzybowych na te srodki, dodatkowo znaczgco pogarsza rokowania terapeutyczne. W zwigzku z tym,
istnieje ogromna potrzeba opracowywania nowych strategii terapeutycznych. Zatem celem niniejszej
pracy doktorskiej jest ocena potencjatu  nowych pochodnych S-podstawionych  2-(2,4-
dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazoli, jako zwigzkdw wspomagajacych dziatanie AmB. Zwiazki te, oprécz
niskiej toksycznosci wykazuja aktywnosé¢ wobec wybranych patogennych szczepéw grzybowych
i mogg stanowi¢ obiecujaca alternatywe w terapii IFI. Nalezy rowniez podkresli¢ niezwyklg starannosé
prezentacji, zardbwno w postaci redagowanego tekstu Jak i zawartych rysunkéw oraz grafik nie tylko
W czesei wstepnej, ale takze w calej dysertacji. Moim uznaniem w tej czesci pracy, cieszy sie fakt
podkreslenia przez Doktorantke koniecznosci poszukiwania alternatywnych metod terapeutycznych
W leczeniu grzybic, z ktérych kompozycje synergistyczne stanowig bardzo obiecujace i nowatorskie
podejscie lecznicze.

Nastepnie, rozdziat drugi, zatytutowany »Czes¢ teoretyczna™, zostat przez Doktorantke
podzielony na dwie wazne czesci. W pierwszej z nich, Pani mgr Katarzyna Mitura bardzo dokladnie
scharakteryzowata wiasciwosci AmB, czyli makrolidowego antybiotyku polienowego, ktory chociaz
zostat wyizolowany w 1955 r. z Streptomyces nodosus to wciaz uwazany jest za jeden
z najskuteczniejszych lekéw o silnym dziataniu przeciwgrzybiczym. Doktorantka bardzo trafnie
podkresla, ze jednak mechanizm dziatania AmB nie zostat jak dotad w petni wyjasniony. Najczesciej
przyjmuje sig, ze antybiotyk ten tworzy w blonie komérek grzybowych kompleksy z ergosterolem,
prowadzac do powstania poréw jonowych. Efektem w tym przypadku jest zaburzenie integralnosci
blony komorkowej, a w konsekwencji dziatanie grzybobojeze lub rzadziej grzybostatyczne. Inne
hipotezy obejmujg model adsorpcyjny, obejmujacy destabilizacj¢ membrany poprzez sekwestracje
ergosterolu oraz model ,,ggbki sterolowej”, ktory wskazuje na tworzenie zewngtrzkomdrkowych
agregatow AmB, ktore ,,wyciggaja” ergosterol z blony komérek grzybowych. AmB wywotuje réwniez
stres oksydacyjny i moze modyfikowaé receptory LDL. Z tej czgsci dowiadujemy sie réwniez, ze mimo
skutecznosci dziatania AmB, ograniczeniem terapii sg silne dziatania niepozadane, przede wszystkim
nefrotoksycznos¢. Dotychezas przez dekady w leczeniu cigzkich zakazen grzybiczych stosowany byl
klasyczny preparat o nazwie handlowej Fungizon (mieszanina AmB i deoksycholanu sodu). Zostat on
Jednak wyparty przez bezpieczniejsze formy leku. Doktorantka podkresla, ze rozwoj nowych formulacji
znacznie poprawit profil bezpieczenstwa AmB, umozliwiajac jej szersze zastosowanie kliniczne
pomimo toksycznosci formy konwencjonalne;.

W ramach tej czesci dysertacji, podrozdziat 2.1.3 pt. »Interakcje AmB z innymi lekami”, budzi
moje szczegblne zainteresowanie, poniewaz Pani mgr Katarzyna Mitura w spos6b bardzo klarowny
I wyezerpujacy opisuje mechanizmy interakcji AmB z innymi lekami, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zjawiska synergizmu. Autorka omawia rézne typy interakcji — synergistyczne, addytywne
i antagonistyczne oraz przedstawia ich konsekwencje kliniczne, podkreslajac fakt, ze synergizm
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hiperaddycyjny przynosi szczegdlnie korzystne efekty terapeutyczne. Autorka zwraca uwage na
trudnosci wystepujgce podczas taczenia AmB z azolami i echinokandynami, ze wzgledu na powszechnie
wystepujacy efekt antagonistyczny. Niezmiernie warto$ciowe sg takze przedstawione badania nad
nowymi formami AmB i innowacyjnymi metodami ograniczania jej toksycznosci. Praca ukazuje
szerokg wiedzg Doktorantki i umiejetnos¢ krytycznej analizy danych.

Druga czes¢ tego rozdziatu zostata natomiast po§wiecona pochodnym 1,3,4-tiadiazolu. Autorka
przedstawia tu szeroka i wnikliwa charakterystyke tej grupy heterocyklicznych zwiazkdw, podkreslajac
ich znaczenie we wspolczesnej chemii medycznej. Doktorantka w sposob przystepny omawia zaréwno
histori¢ odkrycia tiadiazoli, ich budowe chemiczna, metody syntezy, jak i wyjatkowe wiasciwosci
farmakologiczne. Uwazam, ze niezwykle istotna jest cze$¢ dotyczaca aktywnosci biologicznej, w ktére]
zaprezentowano  bogaty  przeglad  piSmiennictwa naukowego, potwierdzajacy  dzialanie
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwnowotworowe, przeciwdrgawkowe, przeciwzapalne oraz
przeciwbdlowe pochodnych 1,3,4-tiadiazoli. Duzym atutem tej czesci dysertacji jest rowniez
uwzglednienie konkretnych przyktadow zwigzkéw o potwierdzonej aktywnosci biologicznej (np.
acetazolamid), a takze odniesienia do wynikéw badan in virro z wykorzystaniem réznych linii
komorkowych i patogenéw. Pani magister Katarzyna Mitura wyraznie zaznaczyta réwniez zwiazki
strukturalne pomigdzy modyfikacjami chemicznymi a obserwowanym dziataniem farmakologicznym
tej grupy analogdw. Podkresli¢ nalezy, ze rozdziat ten prezentuje si¢ jako dobrze opracowany
i merytorycznie ciekawy przeglad, potwierdzajacy kompetencje Autorki w zakresie chemii organicznej,
jak i chemii lekow.

W rozdziale drugim (jak i w pozostatej czesci pracy) Doktorantce nie udato sie jednak ustrzec
kilku mafo znaczacym bledom, ktére powinny zosta¢ dostrzezone na etapie przygotowywania
dysertacji, takim jak np.:

»-..W medycynie pod ponad 60 lat mechanizm...”, ,,...co wiaze si¢ (z) powstawaniem
efektow...”, raz Doktorantka pisze fungizon a raz fuzgizon, ,,... Abelcet Dziatania...(w wielu miejscach
pracy brak znakow interpunkcyjnych)”, raz podaje stosunek molowy lipidow 1:1, by w kolejnym zdaniu
mozna byto przeczyta¢, ze jest 3:7, ,,... lekéw Wyréznia...(ponownie to co wyzej)”, w jednym miejscu
jest formatowanie: 1,3,4 — tiadiazolowy, a w innym 1,3,4- tiadiazolowy i kilkanascie innych drobnych
btedow. Pragne jednak podkresli¢, ze przedstawione uwagi nie podwazaja w zaden sposob wysokiej
wartosci merytorycznej przedstawionej dysertacji.

W rozdziale trzecim Autorka niniejszej rozprawy podaje jej gtowny cel. Dowiadujemy sie
zniego, ze Pani mgr Katarzyna Mitura skoncentrowala swoja pracg na ocenie aktywnosci
przeciwgrzybiczej oraz badaniu mechanizmu dziatania kompozycji AmB z wybranymi pochodnymi
1,3,4-tiadiazoli. Ideg pracy byto znalezienie takiego potaczenia, ktore umozliwi kilkukrotne obnizenie
skutecznej dawki AmB 1 jednoczesnie zredukowanie jej toksycznosci. W ramach badan
przeprowadzono: testy przesiewowe aktywnosci przeciwgrzybowej i cytotoksycznej pochodnych
tiadiazoli, analiz¢ interakcji z AmB, identyfikacj¢ optymalnej kompozycji wobec patogendw
grzybowych oraz oceng jej mechanizmu dziatania z wykorzystaniem badan cytologicznych,
cytochemicznych i spektroskopii ATR-FTIR.

Nastgpnie, w rozdziale czwartym dysertacji Doktorantka zawarfa bardzo obszerny
i szczegotowy opis metodyki pracy oraz materiatow uzytych do pomiaréow. Zamieszczone tu zostaly
m.in. informacje na temat badan z wykorzystaniem szczepdéw grzybowych, wykorzystywanych
odczynnikéw oraz aparatury, metodyki badan biologicznych, sposobow oceny aktywnosci
przeciwgrzybiczej badanych zwiazkow (MIC, MFC czy FIC), oceny morfologii, liczby i wielkosci
komérek grzybowych na podstawie obserwacji z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej,
wykonywanych barwien réoznymi metodami czy obserwacji zmian ultrastruktury komorek C. albicans
przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). Opisane zostaly takze badania
z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni FTIR, badanie cytotoksycznosci wybranych zwiazkow
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itd.. Moje uznanie zyskata duza staranno$¢ w przygotowaniu tej czesci dysertacji, umozliwiajgca
powtarzalnos¢ wynikow.

Kolejny, bardzo obszerny rozdziat dotyczy prezentacji wynikéw badan, uzyskanych przez
Doktorantke w niniejszej dysertacji. Pierwsza czes¢ tego rozdziatu przedstawia gtdéwnie rezultaty badan
biologicznych. Stanowi ona kompleksowy i szczegotowy opis badan przesiewowych dotyczacych
aktywnosci przeciwgrzybiczej AmB oraz wybranych pochodnych z grupy 1,3.4-tiadiazoli. Autorka
przeprowadzita oceng skutecznosci dziatania testowanych substancji wobec czterech standardowych
szezepdw grzybow: Candida albicans, Candida parapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa i Aspergillus
niger. Zastosowano wiarygodne metody oznaczania MIC i MFC, co pozwolito na rzetelng ocene
potencjalu grzybobdjczego badanych zwigzkéw. AmB wykazata wysoka aktywnos¢ wobec C. albicans
Juz przy stezeniu 0,5 pg/ml, co potwierdzajg zaréwno dane MIC/MFCus, jak i analiza metabolicznej
zywotnosci komdrek. Podobng wrazliwos¢ odnotowano dla R. mucilaginosa, natomiast A. niger okazat
si¢ zdecydowanie bardziej oporny (MFC > 32 pg/ml).

Wsrod testowanych pochodnych 1,3,4-tiadiazoli, najwigksza aktywnos¢ przeciwko komérkom
grzybowym wykazal zwigzek Cl — skuteczny wobec wszystkich szczepow, réwniez w zakresie
dziatania grzybobdjezego (MFC/MICys < 2). Inne zwiazki, takie jak 235, FABT czy 301, wykazaly
ograniczong skutecznos¢ — najczedciej wobec C. albicans i C. parapsilosis, natomiast wiekszo$é
pochodnych byta nieskuteczna wobec A. niger. Zauwazalna byta rdwniez obnizona aktywno$é¢ po 48
godz. inkubacji.

Waznym elementem badan przesiewowych bylo takze okreslenie typu interakcji pomiedzy
AmB a tiadiazolami na przykfadzie wybranego szczepu grzybowego, tj. C. albicans. Autorka
zastosowata obliczenia XFIC, wykazujac synergizm dla wybranych pofaczen, szczegdlnie zwigzkow
Cl, 235, FABT i 301, co wskazuje na potencjalng mozliwo$¢ zmniejszenia dawki AmB w terapii
skojarzonej. Nastepnie, Doktorantka ocenita takze aktywnos¢ cytotoksyczng pochodnych 7,3,4-
tiadiazoli wzgledem trzech linii komérkowych: NHDF (ludzkie prawidlowe fibroblasty skéry), CHO-
K1 (prawidlowe komorki nabtonkowe pochodzace z jajnika chomika chinskiego Cricetulus griseus)
oraz COS-7 (prawidtowe fibroblasty pochodzace z nerki afrykanskiej matpy zielonej Cercopithecus
aethiops). Co ciekawe, najnizsza aktywno$¢ cytotoksyczng wobec wszystkich badanych linii
komorkowych wykazat zwigzek C1.

Analizujgc rezultaty badan przesiewowych, troche zdziwit mnie fakt, ze Autorka niniejszej
dysertacji raz oznacza zwiazki z grupy tiadiazoli jako np. C1 lub FABT, a innym razem postuguje sie
numerami takimi jak, np. 301, 235 itd. Zalecal bym ujednolicenie oznaczen w celu poprawy
przejrzystosci otrzymanych wynikow.

Podsumowujac te czes¢ bardzo obszernego opisu wynikéw badan, nalezy zaznaczy¢ raz jeszcze,
ze rozdziat prezentuje wysoki poziom merytoryczny i metodyczny. Wyniki sg logicznie
uporzadkowane, dobrze udokumentowane, a wstepnie wyciggane wnioski sg jasno sformufowane.
Autorka wykazata sie duzg rzetelnoscig badawczg i wlasciwym doborem metod. Rozdziat ten stanowi
silny fundament dalszych etapow pracy.

W drugiej czesci opisu wynikoéw, Doktorantka kontynuujac powyzsze badania, ocenila
aktywnos¢ 1 mechanizm dziatania kompozycji ztozonej z AmB oraz zwigzku C1, stosujac przy tym
rozne techniki badawcze, réwniez metody spektroskopowe, z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej oraz spektroskopii w podczerwieni FTIR, co wzbudzito moje szczegdlne
zainteresowanie.

Warto podkresli¢, ze na poczatku Pani mgr K. Mitura ocenifa aktywnos¢ przeciwgrzybiczg
(MIC, MFC, stosunek wartosci MFC/MIC oraz wspétczynnik XFIC) zwiazku C1 stosowanego
pojedynczo i w skojarzeniu z AmB wobec izolatéw klinicznych wrazliwych na AmB ale opornych na
azole (C. albicans oporna na itrakonazol; C. crusei oporna na flukonazol i itrakonazol; C. dubliniensis
oporna na itrakonazol; C. glabrata umiarkowanie wrazliwa na flukonazol i itrakonazol i C. tropicalis

4



oporna na flukoazol, itrakonazol i worykonazol). Do badan przeznaczono takze szczep referencyjny T.
rubrum. Autorka wykazata, ze zwigzek Cl dziala synergistycznie z AmB wobec wiekszosci
wymienionych szczepdw, zmniejszajac stezenie antybiotyku niezbedne do zahamowania wzrostu
komorek grzybowych od 4 do az 16,67 razy. Ponadto badania przeprowadzone w warunkach hodowli
komorkowych in vitro pozwolily wykazaé Autorce, ze potaczenie zwiazku C1 z AmB nie zwicksza
efektu cytotoksycznego w komoérkach NHDF, CHO-K1 i COS-7. W dalszej czesci tego rozdziatu,
Doktorantka opisata mechanizmy dziatania zwigzku C1, AmB oraz ich kombinacji wobec wybranego
szezepu grzybowego, tj. C. albicans. Poczatkowo Pani mgr. K. Mitura ocenita morfologie tych komérek
przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej. Juz niskie dawki badanych zwiazkéw powodowaly istotne
zmiany strukturalne. Barwienie oranzem akrydyny ujawnito rozszerzone wakuole, deformacje $ciany
komorkowej i wyptyw protoplastow, szczegolnie po zastosowaniu Cl i kombinacji C1 + AmB.
W badaniu z uzyciem barwnikow PI/SYTO 9 wykazano z kolei, ze C1 powoduje uszkodzenia blony
komorkowej prowadzace do $mierci komorek, czego nie obserwowano w takim stopniu przy
zastosowaniu samej AmB. Kombinacja zwiazkow potegowata te efekty. Barwienie kalkofluorem
uwidocznilo zaburzenia w dystrybucji chityny — komoérki traktowane C1 zmienialy ksztalt, wykazywaly
intensywna, nieregularng fluorescencje lub catkowity jej brak. W analizie intensywnosci fluorescenc;i
(barwienie kalkofluorem i biekitem aniliny) odnotowano znaczny wzrost sygnatu w komérkach
traktowanych C1 oraz kombinacja C1 + AmB, wskazujacy na zaburzenia w strukturze i rozmieszczeniu
chityny i glukandw. Wnioski te potwierdzaja synergistyczne dziatanie obu zwiazkdw na strukture $ciany
i blony komorkowej C. albicans.

Nastepnie w badaniach z wykorzystaniem mikroskopii SEM i TEM, Doktorantka ocenila
wplyw zwigzku C1, AmB oraz ich kombinacji na strukture komorek C. albicans. Obserwacje SEM
wykazaty, ze komorki kontrolne miaty regularng strukture, natomiast po zastosowaniu C1 uwidoczniono
nieregularnosci Sciany komorkowej, pekniecia oraz agregacje komorek poprzez amorficzny materiat ze
zdegradowanych scian. Komorki  traktowane AmB  wykazywaty zmniejszong liczbe strzepek
i uszkodzenia Sciany. Po terapii skojarzonej obserwowano znaczne uszkodzenia komorek, w tym
wyciek protoplastu i powstanie komérek olbrzymich. Analiza TEM potwierdzita zmiany w strukturze
komoérek po zastosowaniu Cl i AmB, w tym pogrubienie i deformacje $cian, obecnosé licznych
pecherzykow, uszkodzenia organelli oraz wyciek cytoplazmy. Szczegdlnie silne zmiany morfologiczne
i destrukcje struktur wewnetrznych odnotowano po zastosowaniu terapii skojarzonej.

W ostatniej czesci opisu mechanizmdéw dziatania, Autorka niniejszej rozprawy doktorskiej, Pani
Katarzyna Mitura przedstawita wyniki badan z wykorzystaniem spektroskopii FTIR, ktore potwierdzity
wptyw zwigzkéw C1 i AmB na strukture $ciany komdrkowej C. albicans. Analizujac widma IR
izolowanych scian komérkowych, Doktorantka zaobserwowala zmiany w pasmach odpowiadajacych
strukturom lipidowym, biatkowym i polisacharydowym. Najistotniejsze przesunigcia dotyczyty pasm
CH, i CH; (2924 i 2854 cm™) oraz pojawienia si¢ nowego pasma przy 2887 cm™ w probkach
traktowanych mieszaning zwigzkow. W pasmie amidowym I (1543 em™") i [1I (1245 cm™") stwierdzono
przesuniecia w strone wyzszych czestotliwosci. Podobne zmiany zaobserwowano w obszarze 1200-800
cm™, co sugeruje modyfikacje glukandw B(1—3) i B(1—6), mannandw i glikogenu. Efekty te moga
wskazywa¢ na zaburzenia oddziatywan migdzyczgsteczkowych w  $cianie komdrkowej, co
odzwierciedla skutecznos¢ dziatania badanych zwigzkow, zwlaszeza ich kompozycji synergistycznej.

W jednym z ostatnich rozdziatéw dysertacji, Doktorantka zawarta bardzo ciekawa dyskusje
wezesniej przedstawionych wynikow badan. Przypomniata, ze Amfoterycyna B to antybiotyk
polienowy stosowany od ponad 60 lat w leczeniu cigzkich zakazen grzybiczych. Mimo swojej
skutecznosci, jej zastosowanie ograniczajg powazne dziatania niepozadane, takie jak nefrotoksycznosé
i hepatotoksycznosé, ktore mogg nawet prowadzi¢ do $mierci pacjenta. Doustne podanie AmB jest
utrudnione z powodu jej niskiej rozpuszczalnosci w wodzie i stabej biodostepnosci. Dodatkowo, wiele
lekéw przeciwgrzybiczych dziata antagonistycznie wzgledem AmB, szczegdlnie azole, ktdre
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zmniejszajg syntezg ergosterolu — gldwnego celu dziatania AmB — co moze prowadzi¢ do opornosci
patogenow.

Konwencjonalny preparat Fungizone zawiera s6l sodowg kwasu dezoksycholowego
poprawiajacg rozpuszczalno$é, ale zwigkszajaca cytotoksycznosé. Lipidowe formulacje AmB wykazuja
lepszy profil toksycznosci, lecz przy wyzszych dawkach nadal powoduja uszkodzenia watroby i nerek.
W tej sytuacji atrakcyjng strategia wydaje sie terapia skojarzona — stosowanie AmB z substancjami
wzmacniajgcymi jej dziatanie i pozwalajacymi na zmniejszenie dawek.

W pracy oceniano 8 syntetycznych pochodnych 7,3,4-tiadiazolu — grupy zwiazkow znanych
z dziafania przeciwdrobnoustrojowego i niskiej toksycznosci — w potaczeniu z AmB. Przebadano ich
aktywnos¢ wobec szczepdw grzybow i cytotoksycznosé wobec trzech linii komérkowych (NHDF,
COS-7, CHO-KI). W badaniach przesiewowych szczegdlnie wyréznit sie zwigzek C1, ktory wykazal
silne dziatanie przeciwgrzybowe (MIC: 8-64 pg/ml; MFC: 64128 pg/ml), skutecznie hamujac wzrost
wszystkich badanych szczepow. Stosunek MFC/MIC < 4 kwalifikowat go jako zwiazek o dziataniu
grzybobojezym. Za najistotniejszy fakt uwazam stwierdzenie, ze C1 dziatat synergistycznie z AmB,
umozliwiajgc obnizenie potrzebnej dawki antybiotyku.

W analizach cytotoksycznosci, C1 okazat si¢ najbezpieczniejszy sposréd badanych pochodnych
— nie wplywat negatywnie na metabolizm komorek, nawet w wysokich stezeniach (do 192 pg/ml),
a w linii COS-7 wrecz stymulowat zywotnos¢. Najwieksza wrazliwosé wykazaty komorki CHO-K 1, ale
rowniez tutaj cytotoksycznos¢ byta na akceptowalnym poziomie. Pozostate pochodne byly
cytotoksyczne przy dawkach zblizonych lub nizszych niz ich MIC, co wykluczato ich zastosowanie
terapeutyczne. Zwiazek C1 zawiera prosty ukfad strukturalny — pierscien 7,3,4-tiadiazolu
z podstawnikiem benzeno-1,3-diolu i grupg metylowa. Wydaje sie, ze wlasnie ta struktura odpowiada
za jego wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybiczg i niska cytotoksycznosé. Uzyskane wyniki sugeruja, ze C1
moze znalez¢é zastosowanie zaréwno jako samodzielny $rodek przeciwgrzybiczy w leczeniu
powierzchownych zakazen, jak i sktadnik terapii skojarzonej z AmB, zwiekszajac skuteczno$é leczenia
przy jednoczesnym zmniejszeniu toksycznoscei.

Ostatnia czgs¢ pracy to podsumowanie i wnioski wymienione w punktach, ktére uwazam za
trafne i celowe. Doktorantka podkredlifa, ze testy przesiewowe syntetycznych pochodnych 2-(2,4-
dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazoli wykazaty, ze wigkszos¢ zwigzkéw jest nieodpowiednia do terapii
skojarzonej z AmB ze wzgledu na niskg aktywnos¢ przeciwgrzybicza, wysokg cytotoksycznosé lub brak
interakcji synergistycznych. Sposrod nich wytoniono jeden zwiazek C1 — ktory charakteryzuje sie
wysokg skutecznoscig przeciwko Candida spp., plesniom (Aspergillus, Trichophyton), w tym szczepom
opornym na azole. Zwiazek ten dziata synergistycznie z AmB, zmniejszajac jej MIC od 4 do 16,67 razy,
co moze ograniczy¢ dziatania niepozadane antybiotyku. Pochodna C1 wykazuje niska cytotoksycznosé
wobec linii NHDF i COS-7 w stezeniach terapeutycznych, bez nasilenia toksycznosci AmB. Analizy
mechanizmow dzialania (na poziomie morfologicznym i spektroskopowym z uzyciem FTIR)
potwierdzity odmienne i komplementarne mechanizmy dziatania C1 i AmB, co moze wyjasniaé efekt
synergii. Doktorantka podkreslita, ze uzyskane wyniki sugeruja, ze terapia skojarzona AmB-C1 ma
wysoki potencjat jako nowy, skuteczniejszy i bezpieczniejszy sposdb leczenia grzybic, ktére stanowia
wspotczesnie coraz wigksze wyzwanie dla ludzkoscei.

Podsumowujac przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska, od strony jej opisu w liczbach,
nalezy zaznaczy¢ ze dysertacja wykonana zostata na podstawie dwoch publikacji naukowych, ktére
wydane zostaty w okresie od 2018 roku do 2019 w czasopismach Scientific Reports oraz Plos One
i jednej publikacji w monografiach krajowych. Dodatkowo Doktorantka zaznacza, ze cze$¢ wynikow
zostata rowniez zaprezentowana w siedmiu komunikatach krajowych, co uwazam za do$¢ znaczace
i godne podkreslenia osiagnigcie. Zauwazy¢ nalezy, ze Wspotautorka w/w publikacji oraz Autorka
niniejszej rozprawy doktorskiej nie obawia si¢ wyzwan zwiazanych z publikowaniem w czasopismach
z roznych wydan i zwigzanej z tym procedury redakcyjnej. Publikacje, a przede wszystkim dysertacja
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doskonale ilustruja interdyscyplinarny charakter prowadzonych badan, ktére lacza elementy biologii,
fizyki, chemii oraz medycyny, ukazujac kompleksowe podejscie do analizy wlasciwosci molekularnych
i biologicznych wybranych molekut.

Biorge pod uwage rowniez wskazane przez Doktorantke publikacje nie mam wiec zadnych
watpliwoscei co do znaczacego wktadu Doktorantki w proces powstania prac wchodzacych w zakres
niniejszej rozprawy doktorskiej. Autorka wykazata bardzo duza dojrzatos¢ naukowa i w petni, w moim
odczuciu, spetnia wymagania stawiane Kandydatom do uzyskania stopnia naukowego doktora.

Jednakze, w toku analizy przedtozonej mi rozprawy doktorskiej wytonity si¢ pewne kwestie
wymagajace doprecyzowania, jak i przede wszystkim budzace moje zainteresowanie. Prosze, aby
Doktorantka szczegdtowo odniosta sig do nich podczas publicznej obrony pracy doktorskie;.

1. W pracy oméwiono kilka hipotez dotyczacych mechanizmu dziatania amfoterycyny B (AmB), w tym
klasyczny model ,,barylkowych poréw”, model adsorpeyjny oraz model ,,gabki sterolowe;j”. Biorge pod
uwage selektywnos¢ dziatania AmB wzgledem ergosterolu i cholesterolu oraz obserwowana
toksycznos¢ wobec komorek ssaczych:

Jakie czynniki molekularne mogg warunkowac relatywnie niewielkg réznice w oddziatywaniu AmB
z ergosterolem i cholesterolem, mimo ich réznic strukturalnych, i co mogloby to oznaczaé dla
projektowania przyszlych, mniej toksycznych analogéw AmB?

2. W jaki sposdb wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej moga przyczyni¢ sie do
rozwoju nowych lekéow o dziataniu przeciwgrzybiczym? Czy Doktorantka widzi szanse na
wprowadzenie na rynek kompozycji synergistycznej, ktéra w niniejszej dysertacji wykazata
najskuteczniejszy efekt dziatania?

3. Na jakiej podstawie zostaty wybrane do badan akurat dane zwiazki z grupy 1,3,4-tiadiazoli? Czy byly
robione wczesniej badania przesiewowe jakiej$ zdecydowanie wiekszej grupy analogow?

4. Jakie mechanizmy komorkowe mogg tlumaczy¢ obserwowane roznice w dystrybucji i intensywnosci
fluorescencji chityny oraz B(1—3)-glukandw w komorkach C. albicans traktowanych pojedynczo
zwigzkiem CI, AmB oraz ich kombinacja? Czy obserwowane zmiany sugerujg odmienny punkt
uchwytu dziatania tych substancji, czy raczej ich synergistyczne dziatanie na wspolne szlaki
strukturalne?

5. Czy zaobserwowane przesuniecia pasm w zakresie 1200-800 cm™, przypisane do B(1—3)- i B(1—6)-
glukandw, wynikajg jedynie z oslabienia interakcji migdzyczasteczkowych w strukturze $ciany
komorkowej, czy tez moga by¢ zwigzane ze zmianami w stopniu usieciowania, degradacjg lub
modyfikacja chemiczng tych polisacharydéw (np. oksydacja, hydroliza)? Czy Autorka niniejszej
dysertacji rozwazyta wykonanie dodatkowych analiz (np. enzymatycznych, chromatograficznych lub
NMR) w celu potwierdzenia natury tych zmian?

Odwotujac sie¢ wige do przepiséw art. 187 pkt. | ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 roku, poz. 1571), Doktorantka Pani mgr Katarzyna
Mitura w petni spetnia kryteria wymagane przy przyznawaniu stopnia naukowego doktora. Analizujgc
dorobek naukowy Doktorantki, nalezy podkresli¢, ze Kandydatka spetnia wszystkie formalne
wymagania stawiane osobom ubiegajgcym si¢ o uzyskanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
biologicznych.

Podsumowujgc ostatecznie swojg recenzje niniejszej rozprawy doktorskiej, z calg
stanowczoscig potwierdzam, ze przedtozona mi dysertacja mgr Katarzyny Mitury pod tytutem:
PAktywnos¢é przeciwgrzybicza kompozycji zlozonych z antybiotyku amfoterycyny B i wybranych
pochodnych 1,3,4-tiadiazoli” w peni spelnia wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi zgodnie
z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 roku,
poz. 1571), w zwiazku z czym zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne



Uniwersytetu Marii-Curie Sktodowskiej z wnioskiem o nadanie mgr Katarzynie Miturze stopnia doktora
w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Dodatkowo, ze wzglgdu na wyjatkowo wysokie walory poznawcze oraz niezwykle staranng
Jakos¢ prowadzonych badan naukowych i analiz¢ uzyskanych wynikow przedstawionych w niniejszej
dysertacji, wnosze do Rady Naukowej, Dyscypliny Nauki Biologiczne UMCS o jej wyrdznienie.
Rozprawa ta stanowi znaczacy wkitad w rozwoj nauki, dostarczajac nowatorskich i wartosciowych

danych dotyczacych biologii, spektroskopii molekularnej oraz potencjalnych zastosowan w kontekscie
rozwoju nowych drog leczenia grzybic oraz projektowania nowych lekow.
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