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Narastajgca w ostatnich dziesiecioleciach opornosé grzybéw na leki przeciwgrzybicze i zagrazajaca
medycynie era postantybiotykowa jest konsekwencjg naduzywania lekéw przeciwdrobnoustrojowych
nie tylko w leczeniu zakazen, ale rowniez w weterynarii i przemysle spozywczym. Nadmierne
stosowanie lekéw przeciwgrzybiczych, zwtaszcza w profilaktyce infekcji grzybiczych w grupach ryzyka
znaczgco zwieksza presje selekcyjng i prowadzi do pojawiania sie opornych szczepdw wsrdd grzyboéw
drozdzopodobnych i plesniowych. Z drugiej strony, w ostatnim czasie nie zwiekszyta sie znaczaco liczba
preparatéw przeciwgrzybiczych. Taka sytuacja powoduje, ze kazde badania, ktére potencjalnie moga
sie przyczyni¢ do odkrycia nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwgrzybiczym lub preparatéw mogacych
miec znaczenie dla korzystnych modyfikacji terapii przeciwgrzybiczych sg niezwykle cenne i pozgdane.
Ta aktualng problematyke podejmuje recenzowana rozprawa Pani mgr Katarzyny Mitury.
Przedstawiona praca ma w mojej opinii istotne znaczenie dla badan dotyczacych poszukiwania nowych
strategii leczenia infekcji przeciwgrzybiczych. Uzyskane wyniki — zwtaszcza jesli zostang opublikowane
w czasopiSmie o zasiegu miedzynarodowym — poprzez kompleksowg i szerokag analize nowego
preparatu o aktywnosci przeciwgrzybiczej i jego synergizmu z amfoterycyng B (AmB) mogg stanowié
podstawe do prowadzenia dalszych badan nad jego wykorzystaniem w monoterapii lub w preparatach
skojarzonych. Amfoterycyna B jest podstawowym preparatem z grupy polienéw stosowanym w terapii
zakazen grzybiczych, niestety jej stosowanie jest obcigzone wieloma dziataniami niepozadanymi i
wysokg toksycznoscig w stosunku do komarek ludzkich stad poszukiwanie alternatyw. Uzyskane przez
Doktoranta wyniki nalezy uznaé¢ za wartosciowy wktad w rozwdj dziedziny nauk Scistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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Przedstawiona praca ma typowy uktad rozpraw na stopien doktora nauk medycznych.
Maszynopis liczy 147 stron, jest monografig opartg na wiasnym oryginalnym badaniu. Sktada sie z
zasadniczych rozdziatéw, typowych dla prac o charakterze eksperymentalnym jak: wstep, cel pracy,
materiaty, metody, wyniki, dyskusja, wnioski, piSmiennictwo. Doktorantka zamiescita réwniez wykaz
stosowanych skrotéw oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Na koricu pracy zamieszczono
spis tabel i rycin. PiSmiennictwo obejmuje 270 pozycji. Literatura naukowa jest odpowiednio dobrana

i wiasciwie wykorzystana w tekscie rozprawy. Znaczgcy odsetek stanowig publikacje z ostatnich 10 lat.

We wstepie Doktorantka przedstawita szczegdétowg charakterystyke preparatéw stanowigcych
przedmiot rozprawy: amfoterycyny B oraz 1,3,4 -tiadiazoli. Wstep sSwiadczy o szerokiej i ugruntowanej
wiedzy Doktorantki w zakresie przedstawianej tematyki oraz umiejetnosci interpretacji literatury.

Rozdziat napisany jest rzetelnie i wyczerpujgco, dobrze uzasadnia geneze pracy doktorskiej.

Doktorantka przedstawita zasadnicze cele pracy, ktérymi bylo okreslenie aktywnosci
przeciwgrzybiczej oraz poznanie mechanizmoéw dziatania kompozycji ztozonych z amfoterycyny B i
pochodnych z grupy 1,3,4 -tiadizoli z zamiarem wybrania optymalnego uktadu o wysokim synergizmie.
Najczesciej celem takich synergistycznie dziatajgcych preparatéw jest przetamanie mechanizméw
opornosci na jeden z preparatow lub zwiekszenie jego aktywnosci. Natomiast celem badan Doktorantki
byto opracowanie preparatu, ktéry pozwolitby na znaczgce zmniejszenie dawki toksynotworczej

amfoterycyny przy zachowaniu skutecznosci dawki terapeutycznej.

W wykonanych licznych eksperymentach, ktore prowadzity do osiggniecia celu badawczego
autorka wykorzystata bardzo szeroki panel metodyczny. Rozpoczynajac od badan aktywnosci
przeciwgrzybiczej osmiu zwigzkdow z grupy 1,3,4-tiadiazoli wobec wybranych szczepow grzybow
drozdzopodobnych oraz plesni przez okreslenie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC),
minimalnego stezenia grzybobdjczego (MFC). Zbadano rodzaj oddziatywania miedzy AmB a wybranymi
pochodnymi z grupy 1,3,4-tiadiazoli przez wyznaczenie wartosci wspoétczynnika sumy frakcyjnych
stezen hamujacych FIC zgodnie z zaleceniami American Society for Microbiology. Nastepnie okreslono
aktywnosé cytotoksyczng tej grupy zwigzkédw z wykorzystaniem trzech linii komédrkowych i
mikroptytkowej metody spektofotometrycznej. Wyniki przeprowadzonego poréwnania preparatow z
grupy 1,3,4-tiadiazoli pokazaty, ze zwigzek o nazwie 4-(5-methyl-1,3,4-thiadiazole-2-yl) benzene-1,3-
diol okreslany jako C1, miat najwyzszy potencjat grzybobdjczy, charakteryzowat sie najnizszymi
wartosciami MIC, MFC przy zachowaniu niskiej cytotoksycznoscig dla komaérek ludzkich. Zwigzek C1
wykazywat reakcje synergistyczne z AmB w najszerszym zakresie stezen (1-16 pg/ml). W dalszym etapie
realizacji celu badawczego Doktorantka badata aktywnos$¢ i mechanizm dziatania zwigzku C1 i

kompozycji ztozonej z AmB i zwigzku C1. Badania te obejmowaty:
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- okreslenie aktywnosci przeciwgrzybiczej zwigzku C1 oraz kompozycji AmB + C1 wobec

drozdzy o réznym stopniu opornosci na azole i grzyba plesniowego
- okreslenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzku C1 i AmB + C1 wobec komérek ssaczych

- okreslenie zmian morfologicznych wystepujgcych w komérce C. albicans pod wptywem
zwigzku C1 i kompleksu AmB + C1 przy zastosowaniu mikroskopii fluorescencyjnej, skaningowe;j

mikroskopii elektronowej, transmisyjnej mikroskopii elektronowej

- sprawdzenie poziomu stresu oksydacyjnego w komérkach C. albicans po zastosowaniu

zwigzku C1 i kompleksu AmB + C1
- wptyw zwigzku C1 i kompleksu AmB + C1 na wielko$¢ komérek C. albicans

- analize widm z frakcjonowanych scian komodrek C. albicans traktowanych zwigzkiem C1 i

kompleksem AmB + C1z zastosowaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)

Na podstawie przeprowadzonych badan dotyczacych oddziatywan miedzy AmB i zwigzkiem
C1 Doktorantka potwierdzita wystepowanie reakcji synergistycznych obu preparatéw, ktore
spowodowaty zmniejszenie MIC AmB od 4 do 16,67 razy. Wykazata doswiadczalnie na liniach
komodrkowych, ze zwigzek C1 nie powoduje wzrostu aktywnosci cytotoksycznej AmB, co
potwierdzatoby mozliwos¢ wykorzystania tego dwusktadnikowego leku w terapiach
przeciwgrzybiczych. Oba zwigzki w skojarzeniu powodowaty indukcje stresu oksydacyjnego w
komérkach Candida albicans aczkolwiek uzyskane wartosci byty 4-krotnie nizsze niz po zadziataniu
wytacznie zwigzku C1 i nieco wyzisze niz dla samej AmB. Badania przeprowadzone przy uzyciu
skaningowej mikroskopii elektronowej oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej pokazaty, ze
dziatanie zwigzku C1 i kompozycji AmB+C1 wywotuje nieprawidtowosci w syntezie sktadnikéw $ciany
komoérkowej C. albicans. Tg hipoteze potwierdzono w doswiadczeniu z zastosowaniem spektroskopii
w podczerwieni, ktére pokazato, ze gtdwny mechanizm aktywnosci przeciwgrzybiczej AmB+C1 jest
zwigzany z zaburzeniem integralnosci Sciany komodrkowej. Jak Doktorantka zauwazyta w
przedstawionych wnioskach mechanizm synergistycznego dziatania C1 i AmB moze opierac sie na
utatwieniu wnikniecia AmB do komoérki przez wywotywane przez C1 zaburzenia integralnosci $ciany
komoérkowej. Czasteczka docelowa dla AmB ergosterol znajduje sie na bftonie komdrkowej taki
mechanizm znaczaco zwiekszatby podatnos¢ komodrek grzyba na ten lek przeciwgrzybiczy z grupy

poliendw, czyli teoretycznie mdgtby on wykazywac aktywnos¢ w mniejszym stezeniu.

Autorka uzyskane wyniki zaprezentowata w kilku podrozdziatach, dodatkowo ilustrowanych 37

rycinamii 12 tabelami.
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Przeprowadzona analiza statystyczna, dobdr technik badawczych i testow nie budzi zastrzezen.
Doktorantka zastosowata szeroki wachlarz metod pokazujgc duzg wiedze teoretyczng i biegtos¢ w
prowadzeniu eksperymentéw. Swiadczy o tym m.in. zastosowane podejécie metodologiczne do
sprawdzenia aktywnosci przeciwgrzybiczej zwigzku C1 i jego interakcji z AmB oraz fakt, ze wszystkie
eksperymenty zostaty wykonane przez Doktorantke a nie wyspecjalizowane jednostki zewnetrzne.
Potwierdza to duzg swobode w poruszaniu sie w zakresie badanej tematyki pod wzgledem dostepnych
narzedzi badawczych i ich trafnego doboru. Na uwage i podkreslenie zastuguje réwniez fakt bardzo

starannej i rzetelnej analizy tak duzej liczby wynikdéw.

Zaletg prowadzonych badan jest dobér wykorzystanych w eksperymentach szczepdw grzybow,
na ktére sktadaty sie zaréwno szczepy z uznanej kolekcji ATCC jak i szczepy kliniczne z réznymi wzorami

lekowrazliwosci.

W rozdziale dyskusja Autorka ustosunkowata sie do otrzymanych wynikdéw w $wietle doniesien
innych autoréw. Autorka konfrontuje wyniki badan wtasnych z danymi literaturowymi, pokazujac
zrodta swoich decyzji badawczych. W rozdziale dyskusja brakuje wskazania oryginalnych elementéw

prowadzonych badan.

Ponizej sformutowano kilka uwag, majgcych charakter otwartych pytan i komentarzy do

dyskusji.

1. Dlaczego w doswiadczeniach obserwacji TEM i SEM ktorych celem byto poznanie
mechanizmu synergistycznego dziatania zwigzku C1+AmB nie zastosowano w protokole
badawczym jednoczesnego oddziatywania obu zwigzkéw na komérki? Po dobie inkubacji z
C1 (w réznych stezeniach) komérki eksponowano na AmB przez 4 h. Zasada dziatania w
synergii lub terapii skojarzonej zawsze wynika z jednoczasowej obecnosci obu zwigzkéw w
uktadzie badawczym lub organizmie.

2. Naturalna opornos$¢ Pichia kudriavzerii (C. krusei) na flukonazol i itrakonazol jest faktem,
natomiast zaskoczyto mnie stwierdzenie Doktorantki wskazujgce na znaczng opornosc
szczepow tego gatunku na AmB? Nie wynika to z zatgczonych pozycji literatury. Podobny
komentarz dotyczy opisywanej w dyskusji naturalnej opornosci na AmB w rdzinych
gatunkach Candida?

3. W dyskusji Doktorantka pisze, ze przedstawione w pracy wyniki wskazuja, ze zwigzek C1
wykazuje oddziatywanie synergistyczne z AmB wobec wszystkich badanych szczepow w
tym szczepdw o obnizonej wrazliwosci na AmB — MIC AmB organizmoéw testowych nie

wskazywat na takie izolaty?
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4. Autorka w sformutowanych wnioskach w pkt. 4 wysuwa hipoteze, ze zmniejszenie dawki
AmB w zwigzku ze zmniejszeniem MIC o 4-16 razy przez wykorzystanie synergistycznego
wptywu zwigzku C1 znacznie obnizy skutki uboczne leczenia polienem. Czy Doktorantka
probowata oszacowa¢ na modelu matematycznym jak to zmniejszenie MIC faktycznie
przetozy sie na dawke amfoterycyny zastosowang w terapii pacjenta np. z inwazyjna
kandydoza, gdzie wysokie dawki leku sg szczegdlnie istotne? Czy w takim razie lek w
przysztosci mogtby byé stosowany w terapii empirycznej? Jak bedg ksztattowac sie dawki
terapeutyczne zwigzku C1 przy tak wysokich jego wyjsciowych MIC? Wykonanie takich
estymacji mogtoby wartosciowe dla zatozonego celu badawczego i przysztosci
prowadzonych badan.

5. Czy w zwigzku z tym, ze proponowany lek przeciwgrzybiczy bedzie sktadat sie z
komponenty azolowej i komponenty polienowej ma szanse na rozszerzenie zakresu
przeciwdrobnoustrojowego dziatania w stosunku do kazdego z tych sktadnikéw. Jakie
znaczenie dla tego zjawiska moze miec hipoteza o zwiekszaniu biodostepnosci celdw
molekularnych przez zwigzek C1 dla AmB? Jaki jest hipotetyczny zakres aktywnosci tego
leku? Odpowiedz na to pytanie prawdopodobnie bedzie konieczna w planowaniu dalszych

badan i zwigzanych z tym doborem gatunkéw badanych szczepéw.

Praca napisana jest poprawnym jezykiem. Doktorant nie ustrzegt sie jednak btedéw, z ktérych
najwazniejsze przytaczam ponizej z recenzenckiego obowigzku. Btedow o charakterze stylistycznym,
gramatycznym oraz drobnych btedéw pisarskich nie wymieniam. Uwagi majg charakter edycyjny i

powinny by¢ uwzglednione przy przygotowywaniu wynikéw do publikacji.

1. Uwaga generalna do catej pracy — stosowanie termin , antybiotyk” dla preparatéw
przeciwgrzybiczych nie w petni odpowiada definicji tych preparatéow
2. Doktorantka opisuje wielolekooporno$é¢ szczepdéw grzybiczych, natomiast podaje
odnosnik do publikacji nr 8 wg spisu. Publikacja dotyczy wielolekoopornych szczepéw gronkowcow. Z
jakiego Zrdédta Doktorantka korzystata do pozyskania informacji na temat szczepdw grzybiczych: MDR,
XDR oraz PDR? - str. 12.
3. Doktorantka opisujac zakres aktywnosci echinokandyn wymienita gatunki grzybéw, wobec
ktérych ten lek wykazuje aktywnosé grzybostatyczng, w przypadku Pneumocystis jirovecii
zostata podana nieobowigzujgca juz nazwa Pneumocistis carini - str. 13
4. Sformutowanie dotyczgce izolatu nr 124 Nakaseomyces glabrata (syn. C. glabrata)
umiarkowanie wrazliwy nie jest zgodne z aktualnie stosowang terminologia , Wrazliwy

zwiekszona ekspozycja” - str. 76
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5. Doktorantka pisze, ze dotychczas pochodna C1 zostata opisana w wielu publikacjach, gdzie
wykazano, ze hamuje wzrost réznych gatunkéw drozdzy oraz plesni opornych na azole -
nie zostaty do tego stwierdzenia dodane Zzadne odnosniki do literatury ani nie

uwzgledniono tego faktu w dyskusji - Str.101

Te drobne niedociggniecia nie zmniejszajg wartosci merytorycznej recenzowanej pracy i nie

wptywajg na jej ogdlng, bardzo wysokga ocene.

Podsumowujac, przedstawiong mi do recenzji prace doktorskg oceniam pozytywnie. Oceniana
dysertacja spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim zaréwno pod wzgledem
formalnym jaki i merytorycznym. Warto$ciowym osiggnieciem przeprowadzonych prac
eksperymentalnych jest wskazanie synergistycznego dziatanie nowego preparatu bedacg kombinacja
nowego zwigzku 4-(5-methyl-1,3,4-thiadiazole-2-yl ze starym amfoterycyng B. Wynik ten poparty jest
duzg liczbg oryginalnych badan eksperymentalnych i analizami statystycznymi. Przeprowadzone
badania stanowig doskonaty punkt wyjscia dla dalszych prac majgcych na celu doprowadzenie do
zastosowania nowych preparatow w terapiach zakazen grzybiczych. Badania zostaty witasciwie
zaplanowane i przeprowadzone, reprezentujg wysoki poziom naukowy i powinny jak najszybciej zosta¢
opublikowane w czasopismach ze wspétczynnikiem oddziatywania (ang. impact factor, IF).
Stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa mgr Katarzyny Mitury
spetnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U.2018 po0z.1668). Z petnym przekonaniem zwracam sie z wnioskiem do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o

dopuszczenie mgr Katarzyny Mitury do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr biab. w med. Edyta Podsiadly

Kierownik Laboratorium Mikrobiologii UCML
Kierownik Zaktadu Mikrobiologii Stomatologicznej WUM
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