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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Mitury

pt.: ,ĄkĘwność przeciwgrzybicza kompozycji złożonych z antybioĘkw

amfo t e ry cy ny B i wy b ł aruy c h p o c h o dny c h 1,3,4 -tiudiclzo li"

Tematem niniejszej rozprary doktorskiej, autorstwa Pani mgr Katarzyny Mitury, jest

szczegółowa ocena interakcji antybiotyku amfoterycyny B (AmB) z wybranymi związkami z grupy

],3,4-tiadiazoli, która uwzględnia zarówno badania właściwości biologicznych (aktywność

przeciwgrzybiczą i cytotoksyczną in vitro), jak równiez andlizy spektroskopowe. Uzasadnienie
wybranej tematyki badań znajduje się juź na początku rozprary, gdzie Doktorantka, zaznacza ze AmB
to skuteczny, |ecz toksyczny lek przeciwgrzybiczy. W celu zmniejszenia dziŃań niepoządanych

występujących podczas stosowania tego anĘbioĘku, podjęto próby znalezienia związkow
komplementamych, z grL|py pochodnych 7,3,4-tiadiazoli. W ramach przeprowadzonych badań

wyłoniono związek najbardziej obiecujący, oznaczony w skrócie jako ,,C1". W terapii skojarzonej

z AmB, pochodna ta wykazuje silne dziŃanie synergistyczne (tj zwiększoną aktywność
przeciwgrzybiczą) oraz niską cytotoksyczność, Badania morfologiczne i analizy z wykorzystaniem

spektroskopii FTIR, potwierdziĘ odmienny mechanizm działania C7 - zal<łocenie biogenezy ściany

komórkowej i indukcję stresu oksydacyjnego w komórkach C. albicans. Otrzymane wyniki wskazują

na wysoki potencjał terapii skojarzonej AmB-C1 w leczeniu zakażeń grzybiczych. Juz w Ęm miejscu

wańo podkreślió interdyscyplinarny charakter pracy doktorskiej, która ma fundamentalne znaczenie

zarówno dla rozwoju wiedzy podstawowej, jak i innowacyjnych zastosowań rnedycznych . |Jważam, że

rezultaĘ zaprezentowane w przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej, otwierają nowe

perspektywy dla rozwoju badań w dziedzinie biologii, farmakologii oraz szeroko rozumianej

spektroskopii molekularnej, umozliwtając przy tym kontynuację prowadzeniaprac nad poszukiwaniem

nowych leków o silnych lvłaściwościach -przeciwgrzybiczych, czyli uwzględniających problem, który

aktualnie stanowi dla ludzkości jedno z najważniejszych wyzwań naukowych. Rozprawa została

przygotowanaw Zakładzie Biologii Komórki, Ins§Ąutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-

Skłodowskiej w Lublinie, pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Mariusza Gagosia.
W rozdziale pierwszym dyserlacji oznaczonym jako Wstęp, Doktorantka przedstawiła

charakterystykę problematyki związanej ze stosowaniem popularnych leków o działaniu

WYDzlAŁ.
BloLoGl! sRoDoWlsKoWEJ

w Lublinie



PrzeciwgrzYbiczYnl, Pani mgr KatarzltnaMittrra pocll<reśliła, ze w ostatnich latach obserrvLrje się tvzrost
PrzYPadkÓw inwazYjnYch illfel<cji grzybiczycl,t (arlg. iltt,ctsive Jutlgctl inJbction.IFI). litóre rviążą się
zwYsoką ŚnriertelnoŚcią, zwłaszcza Lr pacjentólv z obnizotlą oclpornością, tj, osób po przebytl,ch
transPlantacjach lLrb n'nagających się z tal<ilni choroballijal< AIDS czy llowotw oty. Z lektirry tej części
roZPraWY dorviadLljenlY się, ze pominro postęptl r,v diagnostyce iterapii, Ieczenie lFI naclal staIlo'vi
ogrollIle wYzwanie teraPeutYczne, Ze wzglęclLr na truclności diagnostyczlle, ogralliczoną liczbę
skuteczIlYch leków oraz rozwój oPorIlości patogenów. Główne czynrlil<i utrLrclniające IeczeIlie to nis]ia
selektYr'vIloŚĆ leków oraz PoJarvianie się szczepórv r.i,ieloleltoopoI,Il1lgh (at"tg. A4utticlrttg Re5i,slttllr, MDR:
ang, Exlell,siYelY Dt"ug Resistanl, XDR i Pctntll,ttg-Re,\,i,\,lalll, pDR). Dolitol.aIltl<a lł, sposób barclztl
klarownY zaznaczYła, Że w leczetliLr IFl stosLrje się liill<a klas leltów, clo l<tórych z_aliczarlly: azole.
nrakrolidY Polietlowe, echinol<andYny, fluoror,vane pochodne piryrnidyny ot-az alliloanriny, Kazcla
z wYnrieniotlYch grLlP Posiada jeclnak Iiczne ograniczetlia, takie jak llp. działania niepoządane. rvąskie
sPektrunr dzialaniaczY t"iekorzYstne intet,akcje z innynli lekarni. PoIladto rosl.Iąca oporność patogenów
grzYbor'vYch na te Śl'odki. dodatkowo Znacząco pogalsza rokowania terapeLltvczlle, W zrviązl<tt z tvnl.
istllieje ogfollllla potrzeba opracowywallia nowl,ch strategii tefapelltyczll1,ch. Zatelll celenl ninie.|sze.j
PracY doktorskiej .|est ocella potenc_jalLr llowych pochoclIlych 5-pocl.stall,itlnllc11 2_(2,1_
dih.l'droksYfenYlQ-1,3,1-\iadictzoli,jal<o zlviązków wspotnagających działanie AnlB. Zrviązki te, oprócz
nisl<iej tol<sYczIloŚci wYl<azLlją aktywność wobec wybrallych patogennych szczepórv grzyborvych
i mogą stanolviĆ obiecLljącą alternatywę w terapii IFL Należy rówlliez podkreślić niezwykłą staraIrlrośc
Prezentacji, zarówl]o w Postaci redagorvanego tekstLr.jal< izarvaftych rysLlnków ol.azgrafiI< llie tylko
w częŚci r,vstęPnej, ale tal<że w całej clysertacji. Moilrr llzIlalliel-lr w tej części pfac},, cieszy się falit
PodkreŚlenia Przez Dol<torantkę konieczllości poszLrl<iwaIlia alternatyrvllych lnetocl terapeLttvcztrych
w leczelriu gl'zYbic, z l<tórych kornPozyc.je syrlergistyczne stanor,vią barclzo obiecLrjące i Ilov,atol.sliie
podejście lecznicze.

NastęPnie, rozdzial drLlgi, zatytułorvany ,.Częśc teoretyczIla". zosta] przez Doktorarltltę
PodzielonY na dwie waŻrle częŚci, W pierwszej z nich, Pani ngr l(atal,zyrtaMitLlra bardzo dokłacJnie
scharalitelYzowała właŚciwoŚci AmB, czyli lnakroliclorvego alrtybiotykLr poliellorvego, l<tóry, chociaz
został wyizolowany w 1955 r. z Streplontllce.s ltoclosus to wciąż rtrł,azatr1, jest za je<Jell
z najskuteczniejszYch leków o silnym działaniu przeciwgrzybiczynr. Doktorantl<a baI.clzo tl.afllie
Podl<reŚla, ze jednal< lnechanizlll działal,ia AInB nie został jaI< clotącl lv pełni wyjaślliony. Najczęście.j
Pl'zYjmLrje się, ze antYbiotYk ten twofzy w b,lonie l<olnóreli grzybor.vych l<ornpleltsy z ergosterolelll.
Prowadząc do Porvstania Porów jonowych, Efel<tenl w tylT przypaclkLr jest zabLrrzenie integraIności
błollY l<onlórkolł'e.j. a lł' I<otlseltwenc.ji dzialanie grzybobó_|cze lttb rzadziej grzybostatyczIle. ltllle
hiPotezY obejInLrją nrodel adsorpcyjny, obe.jnlLrjący clestabilizac.ję Inenlbrany poprzez sektł,estrac.ję
ergosterolu oraz nlodel ,,gąbki sterolowej", l<tóry wsl<azttje rla tr,vorzenie zervnątrzkoInórl<owych
agregatów AnlB, któle ,,wYciągaią" ergosterol z błorty l<onlóreli grzybowych, AmB ryyivołLtje rówIliez
stres ol<sYdacYjIlY i Inoze nrodYfikować receptory LDL. Z tej części clowiaclLrjelny.się r.órvIliez. ze tllil-tlo
skutecznoŚci dzialania AlllB, ograniczeIlieIll terapii są silne działarlia lliepoządalle, przecle rvszystkinl
neft'otol<svczIloŚĆ. DotYchczas Przez clel<acly r.ł, Ieczenilt cięzl<ich zal<ażeń _urzybiczych 5fg59ylią1l1r §1lI
ltlasYcznY Pl'ePalat o Ilazwie handlorvej Fttngizotl (lllieszatlilla AnlB icleoksycholatlu soclu), Zostal orl
jednak WYPartY PrzezbezPieczniejsze fornly lęli.u, Dol<tolantka pocll<r.eśla, ze roz\Ą,ój Ilorvl,ch fornlLrlac.ji
znacznie PoPralvił Profil bezPieczetistrva AlrrB, Llmozliwiając jej szersze zastosowanie l<lilliczrle
pom i m o toksyczności fornry l<onwerlcj onaI n ej.

W rallrach tej częŚcidyserlacji, podrozclział 2.1.3 pt.,,Interakc.je ArnB z iIlllynri lekanri,,, bLlclzi
nloje szczególne zairlteI'esowallie, poniewaz Pani rngr Katarzyrla Mitura w sposób barclzo l<laroi1,1ly
iwYczerPLriącY oPistrje nlechaIlizllly illteralic.ii ArllB z iIlIiynri lel<arlli, zeszczegollll,t-1-1 uvyzglęclllietliern
zjawiska synergizllrtt. ALltorl<a otrrawia I,óztle typy interakc_ji syllergistl,czne, aclcl;,,§,rvIle
iantagonistYCZne oraz Plzedstawia ich l<orlsel<wencje kliniczne, podkI.eślając fal<t, ze syIlergizIll



hiperaddycyjny przynosi szczególnie l<orzvstne efel<ty terapeLltvczlle. Autorka zwraca Llwagę na

trLrdności występLrjące podczas łączeniaArnB z azolalni i echinokaIldyllalni, ze wzgIędLl na powszeclinie
występLrjący efekt antagonistyczny. Niezlnienlie warlościowe są takze przedstawiolle baclania llad
nor,vyllli fortnatlri AnlB i irlrlolvacyjnytni rlletodatrli ograniczania jej tolisyczrlości. Praca LrkazLlje

szeroką rviedzę Doktorantki i Lrlnie_iętność lirytyczne.j analizy dallych.
DrLlga częŚÓ tego rozdzia]u została Ilato1-1riast pośr,vięcona pocllodIlyIlr |,3, -tiadiazolLr. ALrtorlia

przedstarvia tu szerol<ą i wnikliwą charal<terystyl<ę tej glllpy heterocyl<licznych związl<or,v, poclkreślając
iclr znaczenie lve wspołczesllej chernii Irredycznej, Doktorantka r,l,sposób przystępny onlalvia zaról.vllo
Ilistorię odl<rycia tiadiazoli, ich bLrdowę chenricztlą, nretody syntezy, jalt i wyjątkowe wlaściwości
farnakologiczrle. Uważalll. ze tliezr,v),ltle istotna.jest część dotycząca alityr,r,ności biologiczrle.j, rł, l<tóre_j

zaprezelltowano bogat1, przegląd piŚlnienIlictwa Ilaltl<orvego, potwierclza.jący clzialallie
przeciwbakteryjlle, przeciwgrzybicze,przeciwnowotwoI,owe, przecirvdrgarvkowe, przeciwzapalne oraz
przecirvbólowe pochodnych 1,3,4-tiadiazoli. DLtzynr atutett-l tej części dyseftacji jest r.ówIriez
LrrvzględnieIlię konlirettlych przyl<ladów zr,viązl<ór,v o potrvierdzonej akrywności biologicznej (np.

acetazolanlid), a takze odniesienia do lvyników badań iłl l,itro z wykorzystaIlietn rózIlych linii
koInórkowych i patogenólv. Palli magister l{atarzyna MitLlra wyraźnie zaznaczyła rórvniez związl<i
strultturalIle poniędzy lnodyfil<acjalni c]terniczllvlli a obserr,vowallyll działallienl fartllakologicznyrll
tej grLrpy allalogólv. Podkreślić należy, że rozdzial tel] prezel-}tLrje się jako clobrze opfaco\\/ally
i merytotycznie ciekarvy przegląd, potrł,ierdza.jący l<ompeteIlcje ALrtorki w zakręsie chenriiorganiczIlej.
jak i chenlii leków.

W rozdziaIe drLlginl (ak iw pozostałej części pracy) Doktorantce nie tldało się jedllak tlstfzec
l<ilkLr nrało Alaczącyl11 blędonl, które powiIllly zostać dostrzezone Ila etapie przygotolvylvarlia
dl,sertacji, taliinr jak rlp.:

,,...w lneclycynie pod porlad 60 lat llreclranizlrl ...", ,,...co ,,r iąże się 1a porvstarvalliellt
efektów. ..", raz Doktorantlia pisze filngizon a razfuzgizol"t,,"... Abelcet Działania.,,(w lvieltr niejscach
pracy brak ztlaków interpLrrrkcyjnyclr)", raz podaje stosunek nlololvy lipidów l :1, by w kolejnym zdaIliLt

l1lozna było przeczytaÓ, że jest 3,.J, ,,.., leków Wyróznia...(ponownie to co rvyzej)", r,v jedIryIn lniejscLt
jest forrnatowanie: 1.3,4 - tiadiazololvy, a p,inIlyIl 1,3,4- tiadiazolowy i kilkanaście innycli drobllych
błędów. Pragnę jednak podkreślić, że przedstarvione Llr,l,agi nie podwazają rr, żaden sposob ,,vl,solriej

wartości n]erytofyczllej przedstawionej dysertacj i.

W rozdziale trzecinr ALltorka rlinie.jsze_j rozpfa\Ą/y poda_ie jej głór.vIly cel, Dol,viaclirjenl1, się

z niego, że Pani mgr K-atarzyna MitLrra sl<oncentrowała swoją pracę lla ocenie alttywności
przecirł,grzybicze1 oraz badarliu lrreclralrizt-l-tLr działania konpozyc.ji AlnB z wybranylni pochodnyIni

1,3,4-tiadiazoli. Ideą pracy było znalezienie takiego połączenia, które urlozliwi l<ilkLrkrotIle oblliżellie
sl<Lrtecznej darvl<i AmB ijednocześllie zredttkowanie jej toksyczllości. W rallrach badali

przeprowadzono: testy przesiewor,ve aktywności przeciwgrzybo,uve.j i cytotoksl,czIle.j pochodrlych
tiadiazoli, arlalizę irlteralicji z AnrB, iderrtyfil<ację optyrnalne_j konpozycji u,obęc patogellóll,

grzybowych oraz ocenę jej tnecIlalliztlrlt działarlia z wykorzystallienl badari cytologicznyclr,
cytochenricznych i spel<trosliopii ATR-F'TIR.

Następnie, ly rozdziale czrvartyllr dyserlacj i DoktoraIltlta zaxvarła bardzo obszerny

iszczegółowy opis nretodyki pracy oruz rnateriałów Llzytych do ponriaróyv, Zan:.ieszczol]e ttl zostały

nl.itl, infonlracje na terlat badati z lvykorzystaIlietn szczepótv grzybowych, il.,vkorzl,st),rvaIlych

odczynniltów oraz aparatllry, netodl,ki badali biologicznych, sposobóvv ocelly alitylł,llości
przeciwgrzybiczej badanych związków (MIC, MFC czy FIC), oceny morfoIogii, liczby i rviell<ości

kOnrórel< grzybowl,ch Ila podstarł,ie obserrvacji z rtżyciern nrik1,oskopii fluorescency.jIlej.

rvykollywatt),ch barvl,ieti rózllymi llretodatlri czy obserlvac_ji zrrrian ultrastruktut,y komórek c. ulbicctlts

przy użycitt trarlsnrisyjtlego mil<roskopu eleI<tIoIlowego (TEM). Opisane zostały takze badaIlia

z rvyl<orzlrslalrielrl spel<troskopiI q, pgdczerwieni FTIR. badanie cytotol<sycznościrvybrallvch zw,iązI<ótt,



itd.. Moje Ltztratrie zy,sl<ała dttza staranriość vr przvgotowaniLl tej części dy,sertacji, uInozlirvia.jąca
powtarzalnośc wyIl il<ów.

Kolejny, bardzo obszerny rozdzial do§,czy prezentacji lvynil<ów badaIi, Ltzyskallych przez
Doktorantkę w niniejszej dysertacji. Pierwsza część tego rozdzialu przedstawia głórvnie rezLrltatl,badaIi
biologiczrlych. Stanowi olla kotnpleksowy i szczegółowy opis badaIi przesiewowych dotyczących
aktyrvllości przecir,vgrzybiczej AlnB oraz wybratly,ch pocllodll)/ch z grLlpy 1^3.4-tiadiazoli. Atrtorlia
przeprowadziła ocenę sl<utecznoŚci dzialania testowallych sLrbstancji wobec czterech stanclarclolvych
szczepów grzybow: Canclicla albicttlls, Cunclida pttrapsilosis, Rhodotontla ntucilagilttlsct i A,spel.gilltts
ltiger. Zastosowano wiarygodIle metody oznaczania MIC i MFC, co pozlvoliło na rzetelną oceIlę
potencjaltr grzybobo.jczego badanych zrviązl<ów. AnlB vt,ykazała rvysoką aktywność wobec C', ctlbiccttt,s
już przy stęzeniu 0,5 pLg/nll, co potrł,ierdzają zarowno datle MIC/MFCłs,.iak i analiza metaboliczne.j
zywotnoŚci l<onlórel<. Podobną wI,azlirvośc odtrotorvaIro dla R, mucilclgillo,sa, natomiast A. niger ol<aza-l

się zdecydowanie bardziej oporny (MFC > 32 pLg/nll).

Wśród testowatrych pochodnych 1,3,4-tiadiazoli, najwięl<szą aktyr,vrlośc przecilvko kolllót,lrotll
grzybowyrn lvykazał związe|< Cl - skLrtecztly rł,obec wszystl<ich szczepów. rówIliez lv zakresie
działania grzybobojczego (MFC/MlC,{S < 2). Inlle związl<i. takie jak 235, F'ABT czy 30l. wvkazalv
ograniczollą skLlteczIlość - najczęściej wobec C. albicctns i C. parttpsllosls. natolliast iviększośc
pochodnych była IlieskLlteczna wobec A. niger.Zauważalrla była równiez obllizona aktyrvllośó po 48
godz. inl<Llbacji.

Waztlynl ele1-1lelltetl-t badari przesiel1,otvycli bylo takze ol<reślerlie tvpLl interakcji poniedz;-
ArnB a tiadiazolanri rla przyliładzie wybraIlego szczepu grzybowego, q. ć]. ulbicctlt,s. ALttorlia
zastosowała obliczenia IFIC, wykazLrjąc synergizn dla wybraIlych połączeli, szczegoltlie związkólv
CI,235, FABT i 30l, co wskazLtje Ila potencjalną nlozliwość zrnniejszenia datvki AlnB r,v terapii
skojarzonej. Następllie, Dol<torantl<a oceIliła takze al<tywrrość cytotoksl,czllą pochodnych 1,J,J-
tiadiazoli rvzględenl trzeclt linii lionlór1.611iych: NHDF (lLrdzl<ie prarvidIorve f'ibroblastl,skoly). CHO-
Kl (prawidłowe l<olnórlii llabłonl<olve pocIlodzące z ja.jllika chornilta chilisltiego C;ricetultt.s gt,i,se u,s,)

oraz COS-7 (prawidłowe fibroblasty pochodzące z Ilerki aflyl<aliskiej nlałpy zielonej C)ercopilhecLts

aethiops). Co ciekawe, nalniższą aktywność cytotoksyczllą wobec wszystkich badanych linii
konrór,kowych wyliazał zlviązek C l.

Analizrrjąc rezLrltaty badaIi przesiewowycll, troclłę zdziwił lnIlie fakt, ze Autorka niniejszej
dyseftacji razołlaczazll,iązki z glllpy tiadiazolijal<o np. Cl lLrb FABT, a innynl razeln poslLr_qLrie się

trutneralrri tal<inii jal<, rlp. 30l, 235 itd. Zalecał byIn Lrjednolicenie oznaczeń rł, celrt popra\\/\,

plze_i lzystości otrzymaIlych wyn ików.
Podstttllowtliąc tę część bardzo obszernego opisLr wynikórv badaIi, należy zaznaczyc raz,ieszcze,

że rozdzial pI,ezentLtje rvysol<i poziotn lTerytoryczlly i nletodyczny. Wynil<i są logicznie
uporządkorvane, dobrze ltdokutrlelltowal]e, a \Ą/stępnie wyciągarle wnioski są jasno sfortrrułolvatre.

Autorka rvyltazała się dLlzą rzetelllością badawczą i właściwynl doboretl Irretod, Rozdział tell stallo\\,i

silny firrldarlreIlt dalszych etapólv pracy,

W drLrgiej części opisLr lvyrliItóvr,, Dol<toratltlia ltontynLrując por,l,\,ższe badallia. oceIlila
aktywność inlechaniztn działania l<ompozycji złożorlej z AnrB orazzw,iązkLr Cl, stosLrjąc przy §,lll
różne technilii badawcze, równiez nletody spel<trosl<oporve. z lvyliorz;,stanie1-1-1 lliltrosltopii
flLrorescencyjnej oraz spelitrosl<opii w podczerrvielli F'TIR, co rvzbLrdziło nlo.je szczególlle
zainteresowanie.

Warto podltreślić. że na początkLl Pani nrgr I(. Mitura oceniła alityr,i,llość przeciil,grzl,biczą
(MIC, MF-C. stostttlek r,vartości MFC/MlC oraz rvspółczyrlrril( 

'FIC) 
zrł,iązkLt Cl stoso\\,aIlego

pojedynczo ir,v skojarzeniu z AnrB wobec izolatór,v klinicznych wrazlilvych Ila AmB ale oportly,cIl Ila

azole (C. albicans oporna lla itrakoIrazol C'. cruseioporna lta flukotlazol i itralionazol' C). clublinien,sis,

oporl]a lla itraltoIlazol,. C. glabrczlri rtIlliarl<or,vallię lvrazlirva Ila flul<otlazol i itraltonazoI i C). tropic,al i,s



oporna lla flukoazol, itrakonazol i worykonazol). Do badań przezllaczollo także szczep referencyjny I
rubrunt. ALrtorka lvyl<azała, że związel< CI dziala synergistvczllie z AtllB lr,obec ivięliszości
wynlieniollyclr szczepolł,. zninie.jszając stęzenie antybiotyl<Lr niezbędne do zahalllorvAllia rrz1,ostLl

konlórek grzybowyclr od 4 do aż 16,61 razy, Polladto badania przeprowadzolle w rvarltlll<acll hocloivli
konórkowych iłl vitt"o pozwoliły wykazac Autorce. że połączenie związkLr Cl z AlnB llie zlvięl<sza
efektLl cytotol<syczllego wliornórkach NHDF. CHO-Kl iCOS-7. W dalszej części tego rozclziałLt,
Dol<torantka opisała tlrechatliznry działania związl<u C l, AnlB olaz ich l<onlbinacji wobec rł,ybraltego
szczepLl grzybowego,t_j. C', tllbicctll.r. Początlior,vo Pani nlgr, K. MitLrra oceniła nrorfologię tych l<otllorel<

przy użycitt lniliroskopii flLtorescetlc1,.jllej. Już rlisltie daivl<i badanych zrł,iązltórv poivoclori,aly istotne
ztniany strukturaltle. BarrvieIlie orallzel-ll akrydyn1, tlar,vniło lozszerzolle waltuole. clefornracje ściany
konrórkorł,ej iwypływ protoplastów, szczególnie po zastosowatliu Cl ikombinac_ii Cl + AlllB.
W badaniLr z ttż,vciem barrł,nikórv Pl/SYTO 9 rvyl<azalio z l<olei, ze Cl powodLrje Lrszkodzenia bloIly
konrórkor,vej prowadzące do śnrierci konrórek, czego liie obserwowatlo w takirn stopniu prz1,

zastosowaniu sanlej AnrB. Konlbirlacja związków potęgowała te efel<ty. Barlvietlie l<al]<oflLlorerll

ur,vidocznilo zabttrzenia w dystrybLlcji chityny - ltonorki traktowalle C l znlienialy liształt, 1,y1l|,ą21,1y3{1l

itrtetlsyrł,ną, nieregularna fluot,escetlcję lLlb całl<owit1, je.j bral<, W analizie illtensylvności flLroresceIlcji
(barwienie kalkoflLroręll i błękitenl aniliny) odllotowano znaczny wzrost svgtlalu w kolnórkach
traktolvanychClorazl<oInbinac.jąCl+ArnB,rł,skazLrjącyIlazabltt,zelliawstrukturzeiroztnieszczęt,tiut
chityny i glukanów. Wnioslti te potwierdzają synelgistyczlle działallie obLl związl<ólv tra strltktttrę ścianv
i błony l<onrórkowej C, a]biccuts.

Następnie lv badalliach z rvyliorzystatlietn mikroskopii SEM iTEM. Doktorarltlta oceIlila
rł,pĘw zrviązltu C1, AnlB oraz ich l<ombillacji tla strLtkturę ltorllórel< C'. cllbicctns. ObseI,lvacje SEVI
wyl<azaĄy, ze liolnórI<i l<.ontroltle nliały regLrIarllą strLtkturę, natonriast po zastoso\\,aniu C l Llividocztliollo
tlieregularności ściany l<onlórl<owej. pęknięcia oraz agregację komórek poprzez alnorficzny tllateria] ze
zdegradowarlycli ściall. I(onlorlti traktor,vatle ArlB rvyliazywały zllltliejszoną liczbę strzępeli
iLtszkodzenia ściany. Po terapii skojarzonej obserwowaI1c. znaczne uszlrodzeliia kolnórek, w tvll-I

wyciek protoplastLl i por,vstanie l<olnórel< olbrzylnich. Analiza TEM potwierdzila zrniatlv rv strltlitllrze
konlórek po zastosowaniLt Cl iAnlB, w b/lT pogrLlbienie ideformac_ję ścian. obecllośc liczrll,ch
pęclrerzyl<ólv, t-tszkodzetria orgarlelli oraz lvyciek cytoplazIny, Szczególnie sillle zrniarly nloI,fblogiczIle
i destrrrkcję stt,uktur wewnętrznyclr odnotowallo po zastosowallitr terapii skojarzonej.

W ostatnie_i części opisLl tlrechatlizlnórv clzialania, ALltorka niniejsze_j l,ozpra\,v\/ doktorskie.j, PaIli

Katarzyna Mittrra przedstawiła wynil<i badań z rvyl<orzystaIlienl spektrosltopii FTIR. l<tóre potrvierdzily
wplyw zlviązkow Cl iAmB Ila strul<turę ściany kolnórkowe.j C, cllbicctlls, AnalizLrjąc lvidIlla IR
izolorvanycli ścian l<olnórl<olvyclt, Doktoralltka zaobser\t,ott,a-la ztniatly w pastlrach odporł,iaclając1 cIl

strltktrtroln lipidowyIn, białkolvynl i polisacharydor,vytn. NajistotIliejsze przesLltlięcia dotl,czyl}, paslll
CHz i C|fu (2924 i 2854 ct1-1) oraz pojawienia się nor,r,ego pasnla przy 2887 cIl,t ' lł, probliach
tral<torvarlychnlieszatli1-1ązlviązl<ólv,WpaśrlieaInidorvynrII(l543crn'l)iIlI (l245ctlll)strviet,dzoIlo
przesunięcia rv strortę lvyższych, częstotliwości. Podobne zrniany zaobserwowallo w obszarze l200-800
clnl, co sugeruje modyfikac_je glirkanów P(l----'3) iP(l---6), t-llatltlallór,v iglikogenLr, Efel<ty te nlogą

tł,sli.azylvać Ila zaburzetlia oddział,yrvaIi rniędzycząsteczkorvl,cIl w ściaIlie liorlórliorl,e.j, co

odzwierciedla skLttecztlośc działania baclatll,gh zlviązlrorv. zyylaszcza ich ltonlpozyc_ji syrlergistl czIle.j.

W jednym z ostatIlich rozdziałólv dysertac.ji, Doktorantlta zawarła bardzo ciekarvą dyskLrsję

wcześniej plzedstawionych r.vynikórv badari, PI,zypomnia|a. że Amfoterycyna B to antybiotvli
polienor,vy stosolvally od ponad 60 lat w leczetrilt cięzl<ich zal<ażęń gt,zybiczycll Milllo slvoje.j

skuteczności, jej zastosorvanie ograniczają powazlle działania niepożądarre. takie jak nefrotol<syczność

i hepatotoksyczność. które nlogą llawet prowadzić do śmierci pacjellta. Dottstlre podanie ArnB.jest
lttrudlliolle z powodLt.je.j niskiej rozptlszczalności iv lvodzie isłabej biodostęprlości. DocIatItorł,o. r,viele

leków przeciwgrzybiczych dziala alltagonistyczllie lvzględern AIlrB, szczególrlie azole. litot,c



Zll1nięjszają Syntezę ergosterolLl - głównego celLl działania AnrB - co ll1oze p1,owaclzić do oporności
patogerlów.

Konwencionalny preparat Fungizone zawiera sól sodową klvasLl dezoksycholowego
PoPrawiającąfozpLlszczdnoŚĆ, ale zrviększającą cytotoltsyczność. Lipidotve formLllacje AnlB wyl<azLrją
lePszY Profil toksyczIlości, Ieczprzy vvyzszyclr dalvltacll lladal porvoclLlją LrszltoclzeIlia lt,ątrob1,, i nerel<.

W tej sytuacji atrakcy.|rlą strategią rł,ydaje się terapia sko.jarzona - stosowallie AnlB z substallc.jatli
wzlnacn iającym i j ej działan ie i pozrvalającynl i na zlnll iej szen ie clawel<.

W Pracy ocetliatlo 8 sylltetyczllyclr pochodliych 1,3,/-tiadiazoltr - glLIpy zlviązl<ói.v zrlatrych
zdzialania przeciwdrobtloustrojowego i nisl<iej tol<sycztlości - l.v połączellitl z AnlB. PrzebaclaIlo ich
aktywnoŚĆ wobec szczepów grzybór.v i cytotoksyczność wobec trzecl,1 Iinii kornórkolvych (Nl-{DF.
COS-7, CHO-KI). W badaniach przesiey,61,1,ych szczegóIllie u,yróznił się zvliązek Cl. którl,rvykazal
silne działanie przecirvgrzvborve (MIC: 8-64 pg/nll; MFC: 64-128 prg/nll). skutecztlie hanlLljąc ttlztost
wszystkich badanych szczepór,v. Stosunek MFC/MIC < 4 kwalifikorvał go jako zlviązek o clziałaniLl
grzybobójczytll. Za najistotlliejszy fakt Llwazalll stwierdzenie, że Cl dzialał synergistyczrlie z AlnB.
Ll nrożl iwiaj ąc obn izerr ie potrzebnej dawk i an§ b i otyku,

W analizach cytotoksyczności, C I okazal się na.|bezpie cznie_jszy spośród badanych pochoclnych

- llie rvplywał negatywllie lla nretabolizlll ltonlórek, llawet \Ą,r,vysoliich stężeniach (clo l92 pg/nl).
a r,r' linii COS-7 wfęcz stytllLllorł,ał zyrł,ottlość. Największą wrazliwość r.r,yliazały konlórl<i Cll1-1( l, ale
równięz tLrtaj cytotoI<syczność była lla al<ceptor.valrlym poziolnie, Pozostałe pochodrle były
cytotoksyczlle pfzy dalvliach zblizonych lLrb niższych niz ich MIC, co wvkluczało icIl zastosotvanie
terapetltyczl]e. Związek C l zarviera prosty trklad struktilraltiy pierścieIi ],3,1-tiacliazoltt
z podstawllikielll benzeIlo-1,3-diolLr i grtrpą nretylową. Wydaje się. ze rvłaśnie ta strLlktLlra oclporviada
za jego wysolią alłtyrvność przecirvglzybicząi Iliską c1,1gl6ksyczność. Uzysl<alle lvynilii sLrgerLrją. ze Cl
1-1]oze znaleŹc zastosolvallie zarówrlo jako salnodzielny środek przecitvgrzybicz1, \\, leczeIliLt
powierzchownych zakażeri. jak i sl<ładnik terapii sl<ojarzonej z ArlrB. zr,vięltszając skutecztlość leczetlia
przy j ed noczesl-Iyl]l zrn n i e_i szen i u toksyczrrośc i.

Ostatnia częśc pracy to podsullrowanie iivlliosl<i 11,ytrliellione rv pLllll<tach, l<tore Llwazalll za
trafne icelo\Ą/e, Doktorantka podkreśliła, ze testy przesiewowe syntetycznych pochoclnych 2-(2,4-
dihydroksyfenylo)-1.3,4-tiadiazo|i 11,ykazaly, ze większośc związl<ów jest nieodporł,iednia clo terapii
sl<ojarzonej z AnlB ze względLr na nisl<ą aktywnośc przecirvgrzybiczą. ivysol<ą cvtotol<svcztlość lLlb brali
intel,akcji synergistycznych. Spośr,od nich wyłoniotlo jeden zlviązek Cl - I<tory chalal<teI,yztrje się
wysoką skutecznością przeciwl<o Candida spp., pleśniorrl (Aspergillu.s,Trichopbltot), rł,tynl szczepoI-1l

oporllyll-I lla azole. Związek teIi działa synergistyczIlie z AtlrB, znniejsza.jąc jei MIC od 4 do 16,67 razy,
co llloze ograniczyc dzialania niepoządane arltybiotykLl. PochodIla C 1 wykazLrje niską cytotol<sy,czIlość
wobec Iinii NHDF i COS-7 w stęzeniach terapeutycznyclr, bez nasilenia toksyczności AmB. Analizy
lnechaIliznrórł,clziaIallia (na poziotnie Ilorfologicznynr ispelitrosltopow},1,Il z użyciem FTlR)
potwierdziły odlrlielllre il<orllplelnelltarl]e tlreclranizIlly dzialania C] iAnlB. co tlloze rvyjaślliac efel<t

synergii. Doktoralltka podltreśliła, że uzyskane r,vyrliki sLlgerLlją, ze terapia sko.jarzolla AnlB-Cl Ila
r,vysoki potencjał jal<o nowy, skLrtecznie.jszy i bezpiecalielszy sposób leczenia grzybic. które stallorvia
rvspołcześlrie coraz większe wyzwatlie dla ludzkości.

Podsutnowując przedstar,viollą lni do ocetry rozprawę doktorską, od strony jej opist_t vl, liczbach,
należy zaznaczyc ze dvsertacja wyl<ollana zostala Ila podstalvie clrł,óch pubIikac.i i naul<otł,ych. lttóre

wydane zostały w okresie od 20lB rolitt do 20l9 iv czasopistnach Scientific Reports oraz Plos OIle
i.jednej pLrblil<acji w lllol]ografiach krajorł,ych. Dodatkor.1,o Doktorantl<.a zaznacza, że częśc lvynikóu,
została równiez zaprezelltowalla w siedrliLt l<otllttnikatach l<rajowych, co ltrvazanr za dość znaczące
i_eodne podl<reślenia osiągnięcie. Zaulvażyc należy, ze WspółaLltorka r,v/r,v pLrbIil,acji oraz Autorlta
niniejszej fozplawy doktol,skie_i tlie obawia się lvyzwarl związanycb z pLrblikowaIlielrr rł,czasopisnlach
z rożnych wydari i zlviązanej z tyIn procedLrry redakcy_inej. PLlblikacje, a przede rł,szystl<itll dysertacja



doskonalę ilLlstrLrją interdyscypliIlarny charakter prowadzonych badali. ktore lączą elernenty biologii.
ftzyki,chenriioraz nredycylly, Llkazując lionlplel<sorve podejście do analizy wlaścilvości nrolel<Lllarllych
i biologicznych rvybrallych noleliirł.

BioI'ąc pod Lrr.vagę t'ówniez rvsl<azatle plzez Dolitolantkę pLrblil<acje trie lrlat-lr rvięc zaclll),ch
wątpliwoŚci co do znaczącego wkładu Dol<toraIitki lv proces porł,statlia prac lvchodzących w zal<I.es

niniejszej rozprawy dol<torskiej. ALltorka rł,yl<azała bardzo dLrżą dojrzałość naLrkową i w pełIli, rv InoiIll
odczucil-t, spełnia lvynragania starviatre l(andydatorn do uzysl<arria stoprlia Iialtkorł,ego doktora.

JedIlakze, w tol<u arlalizy przedłozonej mi rozprau,y dol<torskiej rvyłoniły się pervrle kri,estie
wymaga.iące doplecyzowartia, jalt i przede wszystkitl bLrdzące nro_ie zainteresolvatrie. Pt,osze, ab1,

Dol<torarrtka szczegółor,vo odniosła się do nich podczas pLrblicznej obrolly pracy doktorskie.j.
1. W pracy onrówiono kilka hipotezdoĘczących nlechanizIlru działaIlia anrfoterycyrly B (AlnB). w rvl,ll
klasyczny rllodel ,,barylkolł,l,ch pororv", lloclel aclsorpcl,jny oraz tnodel ,.gabki steroIoli,e.j". Biorąc pocl

Llwagę selektywlłoŚĆ działania ArllB względem ergosterolu i cholesteroltr ofaz obserrvou,allą
toksyczrlość wobec konrórek ssaczych:

Jakie czyrutiki molekulctrne mogc! v,arunkoyvać relaĘly,l1jg niev,ielkq różnicę l,t, oclclzictł.llvt,tmirt łltnB
z ergoslerolem i cholesterolent, mimo ich różlic slrukhu,alnych, i co lnogłoby lo oznctczctc cllct

proj ektou,atlia przl,szĄ,cll, runiej toksycznych anctlogóv, AmB?
2. W jaki sposób lvynil<i zaprezelltowatle \v niniejszej rozprarvie dol<torsl<iej noga przyczyIlić się clo
rozrvojLl nowych lel<ow o dzialalliLl przeciivgI,z,vbiczynl? Cr-y Doktorantka rvidzi szallse lla
wprowadzellie lla rynek kompozycji synergistyczne_i, która w niniejszej dysertacji lvykazała
n aj s kr-r teczn i ej szy efel<t dziaIani a?

3. Na jakiej podstawie zostały wybrane do badari akurat dane związki z grupy I,3,4-tiadiazoIi? Czy był1,

robione wcześniej badania przesieworve jakiejś zdecydolvallie większej grirpy analogów?
4. Jal<ie Inechaniznly konlórl<owe nrogą tłtlInaczyc obserr.l,owalle róznice w dystrybLrc"j i i interlsylvności
flr,rorescencji chityny oraz P(1-3)-gltrkaIrów rv l<olnórkach C. albic,ans trakto\\,al-}},ch po.jedynczo
związl<ielrr Cl, AnlB oraz ich kombinacją? Czv obserwowane ztliall1,sLrgerLlją oclllrierlrlv pllIllit
ttchwytu działania tych sLlbstanc.ii, czy racze.j ich synergistyczne dzia]anie Ila rvspólrle szlal<i

strukturalIle?

5,Czy zaobserwowalle przesLlllięcia pasnr w zakresie l200-800 cnr-', przypisane do B(1---+3)- i B(l---6)-
glukanów, r.vyniliają jedynie z osłabienia interakcji rniędzycząsteczkor,vycIr r.v strltl<turze ściany
konlórl<owej, czy tez mogą byc związaLre ze zllriaIlallli rv stopniLl trsieciowallia, clegradac_ią lLrb

modyfiliacją chenricztlą tych polisaclrarydói,v (np. oksydacja. hl,drolizą)? Czy Autorka niniejsze.j

dyserlac.ii t,ozl,vażyla rvykotlallie dodatkowych analiz (Ilp. enzyIlratyczIlych. chronratograficznych ltrb

NMR) w celu potwierdzetlia natury tych znlian?
Odr,vołLrjąc się r,vięc do przepisów art. lB7 pkt. l ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prarł,o

o szl<olrlictrvie wyzszyrrr i Iraltce (Dz. U. z2024 rokr_r, poz. 151 1), Doktorarrtka Palli rllgr l(atarzylla
MitLlra lv pełni spełrlia l<r1,,teria \\/ylTagal]e przy plzyznarł,atlitt stopnia tlaukorvego doktora. AIlalizLrjac
dorobek naukowy Doktolantki, n&leży podl<reślić. ze l(andydatka spełnia vvszystkie fortnaltie

wytnagania starviane osobonl Lrbiegającynl się o uzyskanie stopnia doktora rv dziedzinie llauli
biologicznych,

PodsirlllorvLljąc ostatecztlie srł,oją r,ecenzję niniejszej rozpraw}, dol<torskiej. z calą
stallowczością potlvierdzaln, że plzedlozorla nli dysenacja lllgr KatarzyIly MitLlry pod tytułerll:

"Akryll,n6lć6 przeciv,grzybiczcl kotltpołcji z!ożorlych z (:nObiotyku clntfoleĄ,c,ytt.l; B i y,l,brun.\,cll

pochodnych ],3,1-tiadiuzoli" w pelni spełIlia wyrllogi starł,iaIle przed rozpralvatli dol<torsl<iIlli zgoclIlie

zart. 187 Llstawy z dllia 20 lipca 20lB r. Prar,vo o szkolnictwie r,vyzszytl-l i traltce (Dz. U. z2024 rol<u,

poz. 1571), w związku z czylTl zwracaln się do Rady NaLrkolve.i Dyscyplilly NaLrki Biologiczne



Uniwersytetu Marii-Curie Skłodowskiej z wniosl<iern o nadanie mgr Katalzynie Miturze stopnia doktora
w dziedzinię naLrk ścisłych i przyrodniczych w dyscyplinie naLrki biologiczne.

Dodatkowo, ze względLr na lvy_iątkorvo l,vysokie walory pozllawcze oraz Iliezr,vyl<le staranrlą
jakość prowadzollych badali rraukowych ianalizę LlzyskaIlych wynikórł,przedstawiotlych w rliniejszej
dyser-tacji, wlloszę do Rady NaLrkowej, Dyscypliny NaLrl<i Biologiczne UMCS o jej wyróźtiienie.
Rozprarł,a ta stanowi znaczący lvl<ład lv rozlvó.i IraLtki, dostarczając nowatorsl<ich irł,arlości6qlycl]
danych dotyczących biologii, spektroskopii llolel<ularllej oraz potencjalnych zastosolvaIi w korltekście
rozwoju nolvyclr dróg leczenia grzybic oraz pro.iektor,valria nowych lekow, 
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