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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Mitura
pt. ,Aktywnos¢ przeciwgrzybicza kompozycji ztozonych z antybiotyku amfoterycyny B

i wybranych pochodnych 1,3,4-tiadiazoli”

Ciezkie, zagrazajgce zyciu grzybice, szczegolnie grzybice ukladowe, sg wyzwaniem
wspotczesnej medycyny. Mimo ciggtego postepu w odkrywaniu i stosowaniu nowych lekow w
tym zakresie, amfoterycyna B (AmB) pozostaje lekiem z wyboru w leczeniu wielu opornych
na inne terapeutyki kandydoz, szczegdlnie u pacjentébw z obnizong odpornoscia.
Zastosowanie AmB wigze sie jednak z wystepowaniem wielu dziatan niepozadanych tego
leku, szczegodlnie hepatotoksycznoscig i nefrotoksycznoscig, ktére mogg prowadzié do
czgsciowej niewydolnosci tych narzgdéw, co w potgczeniu z ciezkg chorobg zasadniczg
moze powodowac zagrozenie zycia, a na pewno znaczace obnizenie jego komfortu. Dlatego
tez z jednej strony prowadzone sg préby odkrycia nowych lekdéw przeciwgrzybiczych, z
drugiej strony usituje si¢ stosowac leczenie skojarzone z zastosowaniem AmB oraz innych
substancji, co powinno umozliwi¢ zmniejszenie dawki AmB poprzez synergistyczne dziatanie
dodatkowego leku, lub przynajmniej zmniejszenie toksycznych wiasciwosci AmB.

W ten nurt badan wpisuje sie przedtozona do oceny rozprawa Pani Katarzyny Mitura.
Stanowi ona raport z badah Autorki dotyczacych ustalenia wptywu zastosowania
pochodnych 1,3,4-tiadiazoli zastosowanych wspdlnie z AmB w badaniach in vitro.

W celu realizacji zatozonych badan Doktorantka wykazata, ze uzycie zwigzku C1 o
nazwie 4-(5-metylo- 1,3,4-tiédiazol-2-ylo)benzeno—1 ,3-diol z AmB powodowato silne dziatanie
synergistyczne tych dwdch substancji, przy jednoczesnym utrzymaniu wtasciwosci
przeciwgrzybiczych oraz stosunkowo niskiej, nie wzmozonej toksycznosci tego typu
kombinacji lekow w stosunku do cytotoksycznosci powodowanej przez AmB.

Rozprawa doktorska o typowym uktadzie dla prac doswiadczalnych liczy 147 stron i
zostata podzielona na 8 rozdziatéw, zawiera rowniez streszczenia pracy w jezyku polskim i
angielskim. Tekst uzupetniony zostat 12 tabelami i 37 rycinami. Praca zostata wzbogacona o
wykaz uzywanych skrotow i symboli oraz spis tabel i rycin stanowigce uzyteczny dla

czytelnika odnosnik do tekstu.



Obszerny Wstep zawarty na stronach 11-31 zawiera aktualne dane pismiennictwa
dotyczgce tematu rozprawy. Zostat podzielony na szereg podrozdziatéw zawartych w dwoch
gtéwnych czesciach — tj. ,\Wstep” i tzw. ,Cze$¢ teoretyczng”. Wg mnie powinien to by¢ jeden
rozdziat, wstep z samego zatozenia jest czescig teoretyczng pracy. Autorka we ,Wstepie”
omawia epidemiologie kandydoz, postacie kliniczne tej choroby, jak réwniez czynniki
etiologiczne, w tym nowe patogeny, ktére ja wywotujg. Doktorantka zwraca uwage na
zjawisko lekoopornosci, definiujgc poznane mechanizmy jej powstawania na poziomie
komorkowym i molekularnym, dokumentujgc je za pomoca rycin i tabel. Mimo, ze nie jest
lekarzem, szczegotowo charakteryzuje tez grupy lekdéw obecnie stosowanych w leczeniu
grzybic, wskazujgc na ich niezadowalajgce dziatanie w leczeniu kandydoz.

W tym aspekcie szeroko i wyczerpujgco omawia AmB wraz ze szczegotowg
charakterystykg tego zwigzku, czym rozpoczyna ,Czes$¢ Teoretyczng” rozprawy. Wychodzac
od budowy chemicznej AmB stara sie wyjasni¢ nie do konca poznane, potencjalne
mechanizmy dziatania AmB na poziomie komoérkowym i molekularnym. Przedstawia tez
interesujgcy rys historyczny wprowadzania do leczenia preparatow AmB, tgcznie z ich
dziataniami niepozgdanymi i wskazaniami medycznymi obowigzujacymi obecnie. Co nie
mniej wazne, charakteryzuje tez interakcje AmB z innymi lekami w stosunku do
poszczegolnych szczepdw grzybdéw na poziomie doswiadczalnym w warunkach in vivo z
uzyciem roznych modeli zwierzecych oraz préby modyfikacji chemicznych AmB przez
tworzenie kompleksow z innymi substancjami, czy réznych formulacji farmaceutycznych
leku.

W podobny sposéb Doktorantka omawia grupe chemiczna zwigzkéw jakimi sg 1,3,4-
tiadiazole, ktorymi zajeta si¢ w czegsci doswiadczalnej rozprawy. Zwigzki te, wykazujg szereg
potencjalnych wiasciwosci o charakterze terapeutycznym — od przeciwnowotworowych,
przeciwbodlowych, czy wptywajgcych na OUN, do przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych.

Na tej podstawie Pani Katarzyna Mitura dokonata tez zalozen swojej rozprawy
doktorskiej, zawartej w rozdziale ,Cel pracy”, ktéorym bylo okreslenie aktywnosci
przeciwgrzybiczej oraz poznanie rodzajow interakcji i mechanizmoéw dziatania kompozycji
ztozonych z AmB i wybranych pochodnych z grupy 1,3,4 — tiadiazoli. Cel ten zostat
sformutowany prawidtowo, moze zbyt ambitny w koncowej czesci dotyczacej mechanizmu
dziatania badanych substancji. Wybor tematu badan i sposobdw jego realizacji nie budzi

jednak zastrzezen.

Materiat i metody stosowane w pracy zostaty opisane w rozdziale 4.
W celu okreslenia toksycznosci badanych zwigzkéw na komorki prawidtowe Doktorantka
postuzyta sig standardowym testem MTT w modelu in vitro z wykorzystaniem 2

komercyjnych linii fibroblastéw — prawidtowych fibroblastow ludzkiej skoéry (NHDF) oraz



fibroblastow z nerki matpy (COS-7), jak rowniez komorek typu nablonkowego z jajnika
chomika chinskiego Cricetulus griseus (linia CHO-K1). Eksperyment przeprowadzono
trzykrotnie z duzg iloScig préb badanych przy zastosowanych roznych stezeniach lekéw, z
wyliczeniem wartosci 1C50.

Zasadniczg cze$¢ pracy doktorskiej przeprowadzono w oparciu o standardowe szczepy
grzybicze otrzymane komercyjnie, oraz co nalezy podkresli¢, wykorzystujgc szczepy oporne
na leczenie, uzyskane od pacjentow leczonych w | Klinice Intensywnej Terapii Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie.

Hodowle, zaréwno komoérek ssakow, jak i grzybéw prowadzono w standardowych warunkach
dla poszczegodinych linii komorkowych i szczepéw grzybiczych, co Doktorantka opisuje
bardzo szczegdtowo. Moim zdaniem opis zamrazania i rozmrazania kultur komoérkowych i
grzybiczych jest zbedny, nalezy to rutynowych procedur laboratoryjnych i nie powinien mie¢
wptywu na prezentowane wyniki.

W celu oznaczenia wartosci MIC i MFC dla poszczegoélnych stezen tiadazoli i AmB, w pracy
zastosowano standardowe przepisy metodyczne zalecane przez Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), co w konsekwencji umozliwito okreslenie wtasciwosci badanych
substanciji jako grzybobojcze lub grzybostatyczne. Autorka pracy okreslata rowniez zmiany w
morfologii komorek pod wptywem badanych substancji w mikroskopii fluorescencyjnej
stosujgc barwienia oranzem akrydyny, oraz jodku propidyny i barwnika Syto 9 — w tym
ostatnim przypadku wykorzystujgc zjawisko transferu energii rezonansu fluorescencji
(FRET), jak rowniez szereg innych barwien — kalkofluorem, czy btekitem aniliny. Wyniki tych
barwien byty finalnie weryfikowane na podstawie obserwacji w skaningowym mikroskopie
elektronowym SEM, czy zmian ultrastruktury komorek przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego TEM. Jako ze efektem dziatania testowanych substancji byty
zmiany w strukturze i przepuszczalno$ci scian komérkowych badanych komérek grzybéw,
Autorka rozprawy postuzyta sie w koncowym etapie badan technikg spektroskopii w
podczerwieni (FTIR) w celu detekcji zmian w zwarto$ci m.in. czasteczek biatek i lipidow
$ciany komoérkowej grzybdw po procesie ekstrakciji i izolacji $cian komdrkowych. Ten ostatni
etap moze prowadzi¢ jednak do pewnych zmian w strukturze izolowanych $cian grzybéw w
porownaniu do struktury sciany w natywnych komérkach, co nalezy wzig¢ pod uwage przy
interpretacji wynikow.

Tym niemniej, konstrukcja badania jest czytelna, nalezy podkreslic¢ dobre planowanie
eksperymentow przez Doktorantke w celu eliminacji niespecyficznych czynnikédw moggcych
mie¢ wptyw na otrzymane wyniki, m.in. poprzez zastosowanie wielu rodzajow barwien, czy
roznych, zaawansowanych technik mikroskopowych, co uwazam za bardzo warto$ciowy
aspekt ocenianej pracy doktorskiej. Zastosowana metodyka jest wiec adekwatna do

wytyczonego celu i spetnia wymogi nowoczesnosci wymagane w badaniach z zakresu




mikrobiologii i farmakologii doswiadczalnej. Analiza statystyczna nie budzi zastrzezen.
Przyjete testy statystyczne nie odbiegajg od standardow swiatowych, a ich wybor nalezy
uznac¢ za odpowiedni.

Wyniki wykonanych pomiaréw przedstawiono w sposob dosé czytelny. Mysle jednak,
ze zaznaczenie istotnosci statystycznych bezposrednio na wykresach w znacznym stopniu
utatwia czytelnikowi analize wynikoéw. Sugerowatbym tez podanie w opisie kazdej ryciny
rodzaju testu statystycznego, ktéorym wyniki doswiadczen byty liczone.

Autorka pracy wykazata zroznicowang wrazliwos¢ standardowych szczepow grzybéw w
inkubacji z AmB (Ryc 17). Mojg uwage zwrocit fakt, ze srednig wyliczano z 8 badanych proéb.
Czy byt to jeden, czy tez wiecej niezaleznych eksperymentow?

Autorka rozprawy dokonata tez analizy réznych pochodnych tiadazoli w aspekcie ich
przeciwgrzybiczego dziatania. W przypadku C. albicans Najbardziej aktywnym zwigzkiem
okazat sie ten oznaczony symbolem 235, podczas gdy zwigzki 1013, 1154, i 1010
aktywnosci grzybostatycznej nie posiadaty. Podobnie, rézne pochodne tiadazoli wykazywaty
zréznicowang aktywnos¢ w stosunku do poszczegoélnych szczepdw, kidra malata wraz z
wzrostem czasu inkubacji. Jedynie zwigzek o symbolu C1 powodowat hamowanie wzrostu
wszystkich badanych szczepow standardowych, stad teZz stuszna decyzja Doktorantki o
zakwalifikowaniu tej wtasnie pochodnej tiadazoli do dalszych szczegdtowych badan. Tym
bardziej, ze w nastepnych eksperymentach tylko C1 posiadat dziatanie grzybobodjcze w
testach MFC. W przysztosci proponowatbym jednak kontynuacje badan dotyczacych innych
pochodnych o wysokiej aktywnosci grzybostatycznej w odniesieniu do poszczegdinych
szczepow.

Nastepnym krokiem milowym rozprawy byto okreslenie oddziatywan zachodzgcych
pomiedzy AmB a pochodnymi 1,3,4- tiadiazoli za pomocg oznaczenia wspotczynnika sumy
frakcyjnych stezen hamujgcych (3 FIC). W zwalczaniu zakazen C. albicans Doktorantka
wykazata efekt zwiekszonej aktywnosci grzybobodjczej AmB w obecnosci nawet niskich
stezen tiadiazoli, przy czym najbardziej efektywna okazata sie kombinacja C1 z AmB — efekt
synergii lub addycji w zaleznosci od stezenia C1. Inne kombinacje tiadazoli z AmB byty
mniej efektywne, a niektére — w przypadku pochodnych 1013, 1010, 1546 i 1154 — wrecz
antagonistyczne. Dodatkowo, w badaniach przezywalnosci (test MTT) na komdrkach
ssakow Autorka stwierdzita, ze wiekszos¢ z badanych pochodnych tiadazoli wykazywata
mniejszg lub wiekszg toksycznos¢ w stosunku do linii NHDF, CHO-K1, COS-7. Stosunkowo
najmniej nasilony efekt cytotoksyczny obserwowata ponownie w przypadku pochodnej C1,
co jeszcze raz potwierdza wytypowanie C1 jako najbardziej obiecujgcej do dalszych, bardziej
zaawansowanych eksperymentéw.

Szczegodlnie wartosciowa wydaje mi sie cze$¢ wynikow dotyczgca okreslenia

aktywnosci przeciwgrzybiczej zwigzku C1 wobec szczepdw z izolatéw klinicznych opornych



na azole stosowanej pojedynczo i synergistyczne lub addytywne w skojarzeniu z AmB, w tym
wobec gatunkow Candida nie nalezgcych do albicans oraz przeciwko plesniom, takim jak
Aspergillus i Trichophyton. Pozwolito to, w zaleznosci od szczepu, na kilkukrotne
zmniejszenie stgzenia AmB w celu osiggnigcia podobnego efektu terapeutycznego. Co
istotne, dziatanie zwigzku C1 w potgczeniu z AmB nie wplywalo na zwiekszenie
cytotoksycznosci antybiotyku w kazdej z badanych kombinacji zwigzkéow w stosunku do linii
ludzkich fibroblastow (NHDF) in vitro. Na uwage zastuguje tez fakt, ze w badaniach z
uzyciem technik mikroskopowych Doktorantka obserwowata zaburzenia morfologiczne
komorek grzybow przy zastosowaniu stezen duzo nizszych od wyznaczonych wartosci MIC.
W tej czesci pracy nie znalaztem jednak szczegdtowych danych okreslajgcych ilo$¢
wykonanych eksperymentow, jak réwniez ilosci analizowanych komdrek (obszaréw) w
poszczegodlnych eksperymentach z uzyciem mikroskopii, co stato sie podstawg analiz
statystycznych. W badaniach z wykorzystaniem FTIR Autorka rozprawy obserwowata
przesuniecia widmowe w strone wyzszych liczb falowych po zastosowaniu poszczegdinych
substancji oraz ich kombinacji, potwierdzajgc tym samym zmiany w strukturze $cian
komorkowych szczegolnie dotyczgcych frakeji polisacharydéw, w mniejszym stopniu lipidow.
Reasumujgc, wyniki do$wiadczen przeprowadzonych przez mgr Katarzyne Mitura stanowig
cenne uzupetnienie wiedzy o wplywie wybranych tiadiazoli oraz AmB i ich kombinacji na
przeciwgrzybicze wtasciwosci w stosunku do standardowych i klinicznych izolatéw szczepéw
w warunkach in vitro. Stanowig tez podbudowe pod ewentualne dalsze badania w tym
zakresie w innych modelach doswiadczalnych.

Dyskusja przedstawionej do recenzji dysertacji $wiadczy o swobodnym poruszaniu
sie Autorki w zagadnieniu bedgcym przedmiotem rozprawy doktorskiej. Zawarte w dyskusji
informacje w sposéb rzeczowy i wiarygodny poréwnujg uzyskanie wyniki z danymi
zaczerpnietymi z pismiennictwa. Z obowigzku recenzenta wyraze opinie, ze miejscami
rozdziat ten wydaje sig by¢ zbyt rozbudowany, niektére dos$¢ diugie fragmenty majg
charakter typowo opisowy, bez odniesienia sie do otrzymanych wynikéw, dlatego tez
mogtyby by¢ przeniesione do ,Wstepu’. Zbedne wydaje sie tez ponowne opisywanie
wynikow wraz ze stezeniami badanych substancji w tej czesci rozprawy. Mogtoby by byé to
uzasadnione, o ile Autorka odnositaby je do stezen zastosowanych w innych publikacjach,
dyskutujgc znaczenie uzyskanych przez Nig danych.

Doktorantka porusza rowniez zagadnienie wyjasnienia potencjalnego mechanizmu dziatania
zarowno C1, jak i kombinacji C1/AmB. Opiera sie przy tym gtéwnie na badaniach
morfologicznych komorek grzybdéw, uwidocznionych za pomocg ztozonych technik
mikroskopowych. Pewnym rozwinieciem tych badan na poziomie molekularnym jest
zastosowanie techniki FTIR, ktére rzuca Swiatlo na mozliwe zmiany w strukturach molekut

scian komoérkowych, jednak bez okreslenia zwigzkéw przyczynowo-skutkowych wptywu C1,




AmB, czy ich kombinacji na zaburzenia szlakow metabolicznych/syntezy poszczegdinych
molekut. Dlatego teZ cel pracy dotyczgcy rozwiktania mechanizmu dziatania tych badanych
lekbw wydat mi sie zbyt ambitny. Wymagatby przeprowadzenia dodatkowych
zaawansowanych analiz lipidomicznych czy metabolomicznych, co wykracza poza zakres
rozprawy. Moze by¢ natomiast wskazdwkg na przysztosc.

Generalnie jednak, rozdziat ten jest napisany prawidtowo.- Doktorantka stawia odpowiednie
hipotezy badawcze, probujgc je uzasadni¢ na podstawie badan wiasnych i danych
zaczerpnietych z piSmiennictwa.

Whnioski sg moim zdaniem zbyt rozbudowane. Nie jest potrzebne ponowne
streszczenie wynikow okreslane jako podsumowanie. Whnioski nr 1, 2, 3 i 5 sg informacjg o
uzyskanym wyniku, a nie typowym wnioskiem. Wg mojej opinii typowymi wnioskami sa:
drugie zdanie wniosku nr 4, wniosek 6¢ oraz ostatnie zdanie wniosku nr 6, jak rowniez
wniosek nr 7. Wynikajg one z konstrukcji badania oraz znajdujg uzasadnienie w wynikach i
nie budzg zastrzezen.

Obszerne Pismiennictwo zawierajgce 270 pozycji jest adekwatne i Swiadczy o
umiejetnosci selekcjonowania istotnych informacji zwigzanych z podjetym tematem badan.
Umieszczone pozycje pisSmiennictwa sg aktualne i znajdujg sie w bazach danych czasopism
naukowych. 93 pozycje pochodzg z ostatnich dziesieciu lat, pozostate posiadajg kluczowe
znaczenie dla redakcji wstepu lub zawierajg oryginalne opisy stosowanych metod
badawczych.

Przedstawione uwagi w niczym nie umniejszajg jednak wartosci recenzowane;j
rozprawy doktorskiej, ktérg oceniam wysoko.

Konkludujgc stwierdzam, Zze przedmiot prowadzonych badan, dobér metod,
prezentacja wynikow, rzeczowos$¢ dyskusji oraz uzyskane wnioski odpowiadajg kryteriom
stawianym pracom doktorskim. Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje podjeta tematyka
badan oraz biegtos¢ Doktorantki w wykorzystaniu przedstawionych metod oraz dojrzata
analiza uzyskanych wynikdw. Rozprawa doktorska Katarzyny Mitura spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668)

W zwigzku z powyzszym przedktadam Radzie Naukowe;j Instytutu Nauk
Biologicznych UMCS wniosek o dopuszczenie mgr Katarzyny Mitura do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnosze o wyroéznienie rozprawy.

Andrzej Stepulak
Lublin, 07.06.2025




