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Ocena pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Taraszkiewicz zatytulowane;j:
»Analiza mechanizmu inaktywacji Candida albicans
z zastosowaniem pochodnych imidazoakrydyny jako zwiazkow fotouczulajacych”

1. Formalna ocena pracy.

Decyzje Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii  Uniwersytetu
Gdanskiego i Uniwersytetu Medycznego w Gdansku - o powierzeniu mi obowigzkoéw
recenzenta kolejnej pracy doktorskiej odbieram jako szczegdélne wyrdznienie. Co wigcej, o
idei. mozliwosci stosowania terapii fotodynamicznej w leczeniu nowotworowych oraz
infekcyjnych choréb czlowieka -  ustyszalem po raz pierwszy, woéwczas z duzym
niedowierzaniem, w drugiej potowie lat 90-tych ubieglego wieku, w czasie dyskusji
naukowej, ktéra prowadzitem w Uniwersytecie Gdanskim z $.p. Prof. dr hab. Jagoda
Podhajska i prof. dr hab. Alfreda Graczykowa z Wojskowej Akademii Technicznej w
Warszawie. Uptyneto wiele lat od tamtego czasu. Stad, dzisiaj z ogromng naukowa
przyjemnoscia, bardzo uwaznie przestudiowalem wyniki pracy doktorskiej Pani mgr
Aleksandry Taraszkiewicz, zrealizowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa
Bielawskiego, studenta, doktoranta i wychowanka prof. dr hab. Jagody Podhajskie;j.

Praca doktorska mgr Aleksandry Taraszkiewicz zostala zrealizowana na
Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Bielawskiego jako
Promotora oraz dr Joanny Nakoniecznej, wypelniajacej w tym przewodzie doktorskim
funkcje promotora pomocniczego. Praca ma posta¢ monografii (110 stron wydruku
komputerowego), opracowanej zgodnie z formalnymi wymogami przyjetymi dla prac
doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych. Prace otwiera zwigzlte 2- stronicowe
Streszczenie. Tresci zawarte w czgéci teoretycznej pracy (Wstgp) dobrze wprowadzaja
czytelnika w temat pracy i nakreslone cele badawcze. Wszystkie uzyte materiaty, metody
oraz techniki badawcze ,wprzegnigte” w realizacje celéw pracy zostaly wystarczajaco
doktadnie opisane w rozdziale Materialy i Metody. W obszernym rozdziale Wyniki (42 strony)
Doktorantka bardzo skrupulatnie, krok po kroku, w umiejegtny sposéb przedstawita wszystkie
uzyskane rezultaty, dokumentujac kolejne wyniki w postaci zdjec¢ i1 starannie opracowanych
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13 tabel oraz 23 rycin, a ich podsumowaniem jest 6 wnioskéw koncowych. Interesujaco
napisana Dyskusja i bogato cytowane pozycje literatury swiatowej (151 pozycji) zamykaja ta
bardzo starannie opracowang prace doktorska. Dodam w tym miejscu, Ze cala praca zostata
napisana tadng polszczyzng 1 poprawnym jezykiem naukowym.

W dostarczonych mi materiatach odnalaztem, obok monografii doktorskiej mgr
Aleksandry Taraszkiewicz, kopie dwoch prac doswiadczalnych opublikowanych w latach
2013 i1 2015 w specjalistycznych czasopismach naukowych: Appl. and Environmental
Microbiology oraz Appl. Microbial. Biotechnol., w ktérych jest, odpowiednio, pierwszym i
czwartym wspoétautorem. Z zainteresowaniem przeczytatem takze zalagczony do materiatow
zespotowy artykul przegladowy opublikowany w czasopismie BioMed Research Internatinal,
(2013), w ktorym jest rowniez pierwszym autorem. Mgr Aleksandra Taraszkiewicz jest takze
pierwszym autorem zespotowej pracy doswiadczalnej przestanej do czasopisma PLOS ONE;
pracy ktora zgodnie z zalgczonym pismem Edytora Michael’a Hamblin’a, po matych
korektach (Minor Revison), zostanie z pewnoscia przyjeta do druku w 2015 roku. Ponadto,
Doktorantka jest wspotautorem patentu (Kompozycja farmaceutyczna oraz dezynfekujgca
zawierajqca pochodng imidiazoakrydyny jako srodek fotouczulajacy oraz ich zastosowanie),
przyznanego przez Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej w grudniu 2014 roku.
Komentowane wyzej 3 prace doswiadczalne oraz patent sg $ci$le zwigzane z tematem, celami
i wynikami pracy doktorskiej mgr Aleksandry Taraszkiewicz, za$ artykul przegladowy jest
$wietnym podsumowaniem $wiatowej wiedzy na temat nowych strategii terapeutycznych, w
tym terapii fotodynamicznej, i jej zastosowania przeciwko nowotworom oraz zakazeniom
bakteryjnym i grzybiczym, w tym szczegolnie zwigzanych z tworzeniem groznych biofilméw.
Komentowane prace oraz patent moglyby by¢ z powodzeniem wykorzystane przez mgr
Aleksandre Taraszkiewicz do przygotowania pracy doktorskiej w formie monotematycznego
zbioru z autorskim podsumowaniem/autoreferatem, bez konieczno$ci opracowywania
obszernej monografii doktorskiej. Podzielam jednak decyzje wielu Rad Naukowych Uczelni
oraz Instytutow PAN o koniecznosci opracowywania przez Doktorantow monografii
doktorskich, niezaleznie od zgromadzonego dorobku publikacyjnego, bowiem nabywanie
umiejetnosci pisania prac naukowych w jezyku polskim i angielskim sg bardzo wazng cze¢scia
Ich edukacji.

Na koniec formalnej oceny monografii doktorskiej mgr Aleksandr Taraszkiewicz
chciatbym wyrazi¢ uznanie dla prof. dr hab. Krzysztofa Bielawskiego oraz Jego Zespotu
naukowego. Upowszechnione w miedzynarodowym obiegu naukowym wyniki Ich badan
stanowiq istotny wkfad do wiedzy na temat mozliwosci stosowania techniki fotochemicznej w
terapii infekcyjnych chorob czlowieka; terapii, ktora w obecnych czasach przestata byé
traktowana jako idea ,,since fiction”, ale staje si¢ z czasem wspomagajgcq metodq leczenia
schorzen czlowieka, w tym zakazen grzybiczych i bakteryjnych.

Ocena wynikow.

Jako recenzent pracy doktorskiej mgr Aleksandry Taraszkiewicz mam bardzo
utatwione zadanie, bowiem wigkszo$¢ wynikéw opisanych w monografii doktorskiej zostata
upowszechniona w mig¢dzynarodowym obiegu naukowym Ww postaci wczedniej
wymienionych, zespotowych prac do§wiadczalnych, opublikowanych w latach 2013-2015 w
czasopismach z listy JCR i artykutlu przegladowego w miedzynarodowym czasopismie
naukowym, a takze przyznanego patentu przez Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej.
Stad, jako recenzent nie mam nic szczegélnie waznego do dodania na temat wynikow
opisanych w monografii doktorskiej. Pierwszymi recenzentami byli przeciez uznani
specjaliSci w tej dziedzinie wiedzy, jakimi sg promotorzy ocenianej pracy doktorskiej, a
rownocze$nie wspotautorzy wyzej wymienionych publikacji: prof. dr hab. Krzysztof



Bielawski, prof. dr. hab Tadeusz Sarna, jak rowniez inni wspotautorzy tych prac (dr Mariusz
Grinholc, dr Joanna Nakonieczna, dr Grzegorz Szewczyk). Co wigcej, warto$¢ naukowa tych
wynikow zostata doceniona przez edytoréw i wymagajacych recenzentow specjalistycznych
czasopism, w ktorych zostaly opubulikowane: Appl. Microbial Biotechnol, Appl. and
Envirnmental Microbiology, a ostatnio sg pozytywnie procesowane przez edytorow i
recenzentow ,,rankingowego” czasopisma PLOS ONE. Po drugie, nie jestem specjalistg
chemikiem, nie jestem tez biofizykiem, a stad nie mog¢ merytorycznie ocenia¢ wynikow tych
badan, ktore dotyczg wiasciwosci chemicznych, fotochemicznych i spektralnych
imidazoakrydyny i pochodnych - jako proponowanych, dobrych fotouczulaczy. W moim
rozumieniu, to wlasnie te badania, byly jednym 7 najwazniejszych celow pracy doktorskiej
Pani mgr Aleksandry Taraszkiewicz.

Stad, moge skomentowa¢ jedynie niektore wyniki, a zwlaszcza te, ktore dotycza
antybakteryjnej i antygrzybiczej aktywnosci oraz mechanizmu dzialania fotochemicznej
metody na komorki klinicznych szczepoéw drozdzy Candida albicans oraz wybranych
gatunkow klinicznych, chorobotworczych szczepoéw bakterii. Po pierwsze, bardzo wysoko
oceniam sposob zaplanowania i przeprowadzenia badan, a zwlaszcza dobdr reprezentatywnej
kolekcji nie tylko referencyjnych, dobrze scharakteryzowanych szczepow Candida albicans
oraz szczepow Kilku gatunkéw chorobotwoérczych bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych,
ale takze bardzo duzej liczby Klinicznych szczepow drozdzy i bakterii, wyizolowanych od
pacjentow, w tym szczepow opornych, odpowiednio, na antymikotyki i antybiotyki. Dla tej
duzej kolekcji szczepéw drozdzy 1 baterii Doktorantka przeprowadzita badania ich
wrazliwosci/opornosci na stosowane obecnie, odpowiednio, antymikotyki i antybiotyki, a co
wazne z okre$leniem dla wszystkich szczepéw wielkosci MIC. Wyniki tych analiz stworzyly
baz¢ danych, wazne odniesienie do oceny uzyskanych w pracy wynikow dotyczacej
kierunkowego celu, jakim bylo zbadanie skutecznosci fotodynamicznej inaktywacji
patogennych grzybow i bakterii, z wykorzystaniem proponowanego fotouczulacza, jakim jest
imidazoakrydyna i jej pochodne.

Uwazana analiza metod zastosowanych przez Doktorantke do oceny antygrzybiczej
skuteczno$ci metody inaktywacji fotodynamicznej na modelu Candida albicans pozwala mi
stwierdzi¢, ze dwa wnioski koncowe sformutowane na stronie 96 monografii s3 uprawnione.
Po pierwsze, pochodna imidazoakrydyny C1330 efektywnie akumuluje si¢ w komorkach
Candida albicans i charakteryzuje si¢ najwyzsza aktywnoscia grzybobojcza wywotlana po
naswietleniu. Wyniki przedstawione w tabeli 9 dla Candida albicans oraz w tabeli 10 dla
bakterii dowodza, ze bardzo dobre wyniki uzyskano dla drozdzy i bakterii gramdodatnich
(spadek przezywalnos$ci populacji komérek byt wigkszy niz 3 jednostki logio), ale znacznie
gorsze wyniki uzyskano dla bakterii gramujemnych. Co niezwykle interesujace, wrazliwos¢
poszczegolnych szczepdéw standardowych oraz klinicznych Candida albicans, jak tez bakterii
(np. szczepow bakterii Staphylococcus aureus) jest bardzo zréznicowana, bowiem redukcja
przezywalnosci populacji komoérek wynosi od 2 do ponad 5 jednostek log;o.

Co wigcej, wyniki opisane w podrozdziale 7,5 monografii wskazuja, ze zwiazki
chemiczne wyciszajace poszczegdlne reaktywne formy tlenu (glicerol, azydek sodu) nie
znoszg, co prawda, silnego bojczego efektu inaktywacji fotodynamicznej dla populacji
komorek Candida albicans, ale go ostabiaja o okoto 0,5 jednostki logio, czyli 0 50%. Za
interesujace uznaj¢ wyniki opisane w rozdziale 7.13, wskazujace na mozliwo$¢ indukcji
apoptozy w komorkach Candida albicans, traktowanych inaktywacja fotodynamiczng.
Istotnie, wyniki z zastosowaniem fluorescencyjnego znacznika, taczacego si¢ kowalencyjnie z
kaspazami, wskazujg posrednio na mozliwo$¢ aktywacji procesu apoptozy, w stopniu
proporcjonalnym do stezenia fotouczulacza C1330. Istotne informacje przyniosty rowniez
wyniki opisane w rozdziale 7.10., w ktérym przedstawiono dane na temat mozliwej roli
biologicznej pomp typu ABC w obserwowanym zjawisku zroznicowanej wrazliwosci




standardowych i Kklinicznych szczepow C. albicans na inaktywacje fotodynamiczna.
Uzyskane wyniki, wskazujace posrednio, ze znany inhibitor pomp typu ABC - werapamil,
obniza znaczgco poziom akumulacji w komorkach badanych fotouczulaczy, wskazuja
posrednio na mozliwg role tego systemu w obserwowanej, zréznicowanej wrazliwosci
komorek poszczegolnych szczepéw na fotodynmiczng inaktywacje. Dodam jednak w tym
miejscu, ze obok pomp typu ABC w komorkach grzybow funkcjonujag odmienne, bardzo
wydajne pompy innych typoéw, zwane ogodlnie ,,ang. efflux pumps”, ktore moga mie¢ bardzo
istotny udzial w kontroli wewnatrz - komorkowego stezenia roznych lekéw i zwigzkow
chemicznych. Mysle, ze udzial tych systeméw warto sprawdzi¢ w przypadku badanych
fotouczulaczy?

Pozytywnie oceniam Dyskusje pracy i zawarte w niej treSci. Ten wazny rozdziat
monografii doktorskiej mgr Aleksandra Taraszkiewicz napisata wartkim, poprawnym
jezykiem naukowym i tadng polszczyzng, z naleznym podkreslaniem warto$ci wiasnych
wynikéw oraz autorskich przemyslen zwigzanych z ich nie zawsze tatwa interpretacja.

Nie moge jednak zgodzi¢ si¢ w pelni z jednym z koncowych wnioskow
sformutowanych przez Doktorantke, cyt. ,,Inaktywacja fotodynamiczna z wykorzystaniem
pochodnych imidazoakrydyny nie generuje powstawania form opornych”. \Wyniki dobrze
zaplanowanych doswiadczen, opisane w podrozdziale 7.14, nie upowazniajg jednak ,moim
zdaniem, do sformulowania tak jednoznacznego wniosku. Skoro strategia fotodynamicznej
inaktywacji, z wykorzystaniem imidazoakrydyny jako fotouczulacza, generuje reaktywne
formy tlenu, to bez watpienia jest ,,zabiegiem” genotoksycznym i mutagennym. Moze warto
bytoby sprawdzi¢, na dogodnych reporterowych genach drozdzy, czestos¢ i rodzaj
generowanych mutacji. Ponadto, rodniki tlenowe generuja pgknigcia nici DNA, a te sa
sygnatem do indukcji malo wiernych, a wigc mutagennych systemow naprawy DNA. Stad
nawet pojedyncze komorki, ktore przezyja fotodynamiczng inaktywacje - moga w warunkach
presji selekcyjnej i w diugich przedziatach czasu- wygenerowac oporna, lub mnie wrazliwg
populacje komodrek na okreslony zwiazek chemiczny, czy inny stresogenny czynnik
zewngetrzny.

Nie odnalaztem w Czesci teoretycznej pracy, a takze w Dyskusji danych na temat
molekularnych przyczyn bardzo zroznicowanej wrazliwosci badanych szczepéw Candida
albicans oraz bakterii na fotodynamiczna inaktywacje. Stad mam pytanie, czy sq znane jakies
czynniki, mechanizmy obrony komorek drozdzy Iub bakterii przed inaktywacjq
fotodynamiczng? Czy rozZnice te mogq wynikac np. z roznego poziomu reaktywnych form
tlenu (ROS) generowanych in vivo w roznych szczepach w reakcjach PDI typu I i I? A moze,
roznice te sq wynikiem zroznicowanej sprawnosci systemow naprawy uszkodzen genomowego
DNA, generowanych roznymi reaktywnymi formami tlenu? Zatem, czy pomiary in vivo
poziomu reaktywnych form tlenu oraz poziomu uszkodzen DNA, szczegolnie peknie¢ DNA,
moglyby dostarczy¢ jakis nowych informacji na ten temat? Na takq mozliwos¢ wskazujg,
moim zdaniem, wyniki opisane w podrozdziale 7.13. Przeprowadzone przez Doktorantke
doswiadczenia z wykorzystaniem znacznika fluorescencyjnego, tgczqcego sie kowalencyjne z
kaspazami, wskazujg, Ze reakcja fotodynamiczna w komorkach Candida albicans istotnie
moze indukowac¢ proces apoptozy, a wigc caly bardzo ztoZony szlak Smierci uszkodzonych
komorek, ale takze szlaki naprawy genomowego DNA, pozwalajgce na przezycie chociazby
nielicznym komorkom w danej populacji. Nalezatoby jednak przeprowadzi¢ znacznie glebsze
badania poznawcze by jednoznacznie potwierdzic¢ takq sugestie.

Recenzent jest biologiem molekularnym, ale nie jest lekarzem, a stgd ma pytanie o
praktyczny sposob wdrazania inaktywacji fotodynamicznej, z uZyciem proponowanego
fotouczulacza, do terapii grzybic powierzchniowych (bo chyba nie uktadowych?), po drugie,
czy dostrzega byfaby mozliwos¢ zastosowania tej metody np. w leczeniu ucigzliwych grzybic
paznokci, skor gladkiej i owlosionej - jako terapii Wwspomagajgcej?



Whioski koncowe

W S$wietle wyzej przedstawionej bardzo pozytywnej oceny catej monografii
doktorskiej Pani mgr Aleksandry Taraszkiewicz, w tym szczegolnie uzyskanych
oryginalnych wynikéw, z ktérych wiekszo§¢ zostata opublikowana we wspomnianych
wczesniej czasopismach z listy JCR - wnosze do Wysokiej Rady Naukowej
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o :

1. Dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Taraszkiewicz do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

2. Rozwazenie mozliwosci stosownego wyroznienia tej pracy doktorskiej ze wzgledu

na jej wartos¢ naukowq, popartq znaczgcymi publikacjami w miedzynarodowych
specjalistycznych czasopismach naukowych oraz przyznanym patentem.
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