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Wptyw ergosterolu na aktywnosc¢ transportera Cdr1 i wybrane parametry
btony cytoplazmatycznej u Candida albicans

Candida albicans to oportunistycznie patogenny drobnoustrdj grzybowy, ktéry
jest jednym z najwazniejszych czynnikow etiologicznych grzybic uktadowych. Takie
grzybice, z narastajgcg czestotliwoscig wystepujgce u pacjentdw z ostabionym
systemem odpornosciowym, a wiasciwie ich diagnostyka i leczenie, stanowig
powazny problem kliniczny. Trudnoéci, ktére w tym wzgledzie wystepujg, wynikajg
m.in. z niedostatecznej liczby skutecznych, a jednoczesnie mato toksycznych dla
pacjenta lekéw, a sytuacje pogarsza narastajgce zjawisko opornosci patogennych
drozdzakow, w tym C. albicans, na dziatanie chemoterapeutykow oraz
zidentyfikowanie nowych drobnoustrojéw grzybowych patogennych dla cztowieka, jak
np. Candida auris, ktéry wykazuje wrodzong oporno$¢ na dziatanie wiekszosci
stosowanych klinicznie lekéw przeciwgrzybowych, w tym Amfoterycyny B.

Mechanizmy opornosci patogennych drobnoustrojow grzybowych na leki sg
rézne, jednak jej szczegdlnie grozng odmiang jest opornos¢ wielolekowa, Gtéwnym z
kolei mechanizmem opornosci wielolekowej jest dziatanie tzw. transporterow
wielolekowych, tj. zlokalizowanych w btonie cytoplazmatycznej biatek, ktore
wykorzystujgc energie metaboliczng pochodzacg z hydrolizy ATP (biatka typu ABC)
lub transbtonowego gradientu protonowego (transportery typu MFS), efektywnie
usuwajg z komorek drobnoustrojow czgsteczki ksenobiotykow, w tym lekow. W
przypadku C. albicans, zidentyfikowano trzy gtdwne biatka biorgce udziat w
lekoopornosci, mianowicie CaCdr1p i CaCdr2p nalezgce do nadrodziny ABC oraz
biatko typu MFS - CaMDR1p. Mechanizmy opornosci wielolekowej patogennych
drobnoustrojow grzybowych, w tym C. albicans oraz mozliwe sposoby
przetamywania tej opornosci sg przedmiotem intensywnych badan w wielu
osrodkach naukowych na catym sSwiecie. Do tego grona nalezy takze grupa
badawcza pod kierunkiem p. dr hab. Anny Krasowskiej z Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego, do ktorej nalezy autor recenzowanej rozprawy, p. mgr
Jakub Suchodolski.

W ramach swojego projektu doktorskiego, Doktorant zajmowat sie gtownie
wptywem obecnosci ergosterolu w grzybowej btonie cytoplazmatycznej na aktywnos$é
biatka CaCdr1p, ale takze na niektore wlasciwosci samej btony. Gtdwnym modelem
badawczym wykorzystywanym przez p. Suchodolskiego byty skonstruowane przez
Niego mutanty delecyjne KS028, KS058, KS045, KS023 i KS034, w ktorych zostaty
rozbite obie kopie genu ERG171 kodujgcego 14a-demetylaze lanosterolowg, enzym
katalizujgcy trzeci etap w szlaku biosyntezy ergosterolu, rozpoczynajgcego sie od
epoksydacji skwalenu. W bionie cytoplazmatycznej takich mutantéw brak
ergosterolu, a zamiast niego nastepuje akumulacja 14a-metylowanych steroli, w
wyniku uruchomienia niekanonicznego szlaku przeksztatcenia lanosterolu.

Za najistotniejsze dokonania Doktoranta poczynione w trakcie realizacji
doktorskiego projektu badawczego, ktérego wyniki opisano w recenzowanej
rozprawie uwazam:



a) skonstruowanie izogenicznych szczepdw C. albicans erg114/erg11A4
mogacych znalez¢ zastosowanie jako stabilne modele badawcze o fenotypie
odpowiadajgcym komédrkom poddanym dziataniu chemoterapeutykow
przeciwgrzybowych z grupy pochodnych imidazolu i triazolu;.

b) wykazanie wptywu zastgpienia ergosterolu w btonie plazmatycznej C.
albicans przez 14o-metylowane sterole, gtéwnie 14a-metyloergosta8,24(28)-dien-
3pB,6a-diol na wybrane parametry btony cytoplazmatycznej, w tym jej usztywnienie,
zmiany sktadu fosfolipidow i zmiany w asymetrii btony;

c) wykazanie wptywu zmiany sterolu btonowego na aktywnos¢ niektérych
biatek btonowych, w tym H+-ATP-azy Pma1p i transportera wielolekowego typu ABC,
Cdr1ip. W obu przypadkach obserwowano delokalizacje tych biatek z btony do
wakuoli;

d) identyfikacja w genomie C. albicans ortologdw gendéw kodujgcych cztery
biatka wigzgce sterole i trzech biatek enzymatycznych katalizujgcych chemiczne
modyfikacje steroli oraz stwierdzenie istotnych zmian w ekspresji tych genéw w
komorkach mutanta delecyjnego erg114/erg11A.

d) wykazanie, ze eliminacja genu ERG11 skutkuje auksotrofig C. albicans
wobec adeniny i uracylu. Chociaz mechanizm tego zjawiska nie zostat catkowicie
wyjasniony, to sam fakt jego stwierdzenia ma w mojej opinii wazne znaczenie dla
poszerzenia wiedzy o mechanizmie przeciwgrzybowego dziatania tzw. lekow
azolowych;

e) stwierdzenie interesujgcego mechanizmu skojarzonego dziatania
flukonazolu i gentamycyny oraz antagonistycznego efektu kwasu kaprynowego i
Amfoterycyny B.

Wszystkie te dokonania majg istotne znaczenie poznawcze, czego
potwierdzeniem jest opublikowanie duzej czesci uzyskanych wynikow w postaci kilku
(co najmniej trzech) artykutbw w dobrych czasopismach naukowych, w ktérych
pierwszym autorem jest Doktorant. Wyniki badan p. Suchodolskiego opisane w Jego
rozprawie doktorskiej majg w mojej opinii oczywisty charakter nowosci naukowej
Doktorant wykonat serie bardzo dobrze zaplanowanych eksperymentow,
wykorzystujgc bogaty zestaw metod badawczych z zakresu mikrobiologii, biologii
komorki, biologii molekularnej i biochemii. Wiele z zastosowanych technik wymaga
od eksperymentatora duzej biegtosci laboratoryjnej, ktérg sie Doktorant niewatpliwie
wykazat. Uzyskane wyniki zostalty opracowane i opisane w sposob w petni
profesjonalny, z widoczng starannoscig i dbaniem o szczegdty. Analiza i dyskusja
wynikéw przeprowadzona przez p. Suchodolskiego jest naukowo w petni dojrzata.
Sama rozprawa zostata przygotowana bardzo staranie, poziom edytorski tego dzieta
jest wysoki, a odczucia natury estetycznej podczas jego czytania sg z catg
pewnos$cig bardzo pozytywne.

Dysertacja p. Suchodolskiego spisana zostata na 171 stronach + 20
dodatkowych stron zawierajgcych wykaz ilustracji i tabel, spis dorobku naukowego
Autora oraz dodatkowe informacje w formie suplementu. llustrowana jest licznymi
wykresami, schematami i zdjeciami, zawiera cytaty z az 260 pozycji literaturowych.
Ukfad pracy jest do$¢ standardowy. Gtéwne jej rozdziaty to kolejno: streszczenie w j.
polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrétéw, przeglad literatury, zatozenia i cel
pracy, opis materiatbw i metod eksperymentalnych, opis uzyskanych wynikéw,
dyskusja, wnioski i podsumowanie oraz spis piSmiennictwa. Ponizej przedstawiam
moje uwagi do tresci rozprawy



Uwaga ogolna.

Uwazam, ze tytut rozprawy jest nie do konca adekwatny do jej tresci. Azeby
okresli¢ ,Wptyw ergosterolu na ....” nalezatoby moim zdaniem postuzy¢ sie mutantem
C. albicans pozbawionym ergosterolu w taki sposob, aby w jego btonie
plazmatycznej nie byto zadnego komponentu sterolowego, co byé moze bytoby
osiggalne np. poprzez rozbicie genu ERG1 (osobne pytanie, na ktére nie znam
odpowiedzi, to czy taki mutant bytby funkcjonalny). W przypadku mutantéw z delecjg
genu ERG11, ktore skonstruowat Doktorant, btona cytoplazmatyczna nie zawiera
ergosterolu, ale w jego miejsce wbudowywane sg 14a-metylowane sterole, gtéwnie
14a-metyloergosta8,24(28)-dien-33,6a-diol. W efekcie, badajgc fenotyp takiego
mutanta i porébwnujgc go z fenotypem komorek typu dzikiego, okresla sie ,Wptyw
zastgpienia ergosterolu przez 14a-metylowane sterole na...”. Z drugiej strony,
konstruujgc mutanta erg714/erg114, p. Suchodolski otrzymat izogeniczny model
badawczy odpowiadajgcy sytuacji, w ktorej aktywnos¢ genu ERG11 jest w stabilny
sposob wytgczona, co odpowiada funkcjonalnie catkowitemu zahamowaniu
aktywnoéci demetylazy lanosterolowej przez leki przeciwgrzybowe 2z grupy
pochodnych imidazolu lub triazolu. To bardzo cenny model badawczy, szczegolnie w
aspekcie mozliwosci badania konsekwencji skojarzonego dziatania inhibitoréw
demetylazy lanosterolowej z innymi zwigzkami wspomagajgcymi lub dziatajgcymi
synergistycznie. Doktorant jest Swiadomy wagi tego swojego osiggniecia, czemu dat
wyraz na zakonczenie Przegladu literatury (str. 44) oraz w sposob praktyczny,
badajgc efekt dziatania na komorki mutanta gentamycyny i kwasu kaprynowego, ale
zastugiwatoby ono moim zdaniem na jeszcze wyrazniejsze podkre$lenie, np. w
tytule.

Uwagi szczegotowe do poszczegolnych czeSci rozprawy.

Omowienie dotychczasowego stanu wiedzy, zatytutowane jako Przeglad
literatury zajmuje 34 strony i sktada sie z 6 podrozdziatéw, ktére mozna pogrupowac
w dwie czesci. Pierwsza z nich, po krétkim wprowadzeniu, poswiecona jest opisowi
budowy i wiasciwosci bton komodrkowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
ergosterolu, jako specyficznego sktadnika btony grzybowej. W czesci drugiej, Autor
zajmuje sie lekami przeciwgrzybowymi, ktorych podstawg dziatania jest
oddziatywanie z ergosterolem lub hamowanie jego biosyntezy, zjawiskiem opornosci
na leki u C. albicans, ze szczegbdlnym uwzglednieniem opornosci wielolekowej oraz
strategiami pokonywania tego zjawiska. Uktad i kolejnosS¢ podrozdziatow tej czesci
rozprawy wydaje sie jak najbardziej witasciwy, a zakres przedstawionych tam
informacji uwazam za optymalny. Ta czeS¢ rozprawy zawiera szereg cennych,
interesujgcych danych, wspartych cytatami do 192 pozyciji literaturowych, z ktérych
jedynie 16 pochodzi sprzed roku 2000, a az 100 z ostatnich 5 lat, co bardzo dobrze
Swiadczy o znajomosci aktualnej literatury przez Autora rozprawy. Nie znalaztem w
Przegladzie literatury istotnych btedéw merytorycznych, pozwalam sobie jedynie na
kilka drobnych uwag.

Str. 25. llustracja 9. Enzym kodowany genem ERG4 to C-24 reduktaza steroli,
a nie desaturaza.

Str. 30. Mianem ,leki” mozna okreslaC jedynie zwigzki stosowane w
lecznictwie. Takiego charakteru nie majg wymienione w pierwszym zdaniu
podrozdziatu 1.4 inhibitory biosyntezy chityny, inhibitory translacji oraz inhibitory
biosyntezy tubulin. Sg to zwigzki o dziataniu przeciwgrzybowym, jednakze nie



dopuszczone do zastosowan terapeutycznych. Z kolei, z grupy genotoksycznych
analogow zasad pirymidynowych, lekiem przeciwgrzybowym jest jedynie 5-
fluorocytozyna.

Str. 31. Przedstawiony przez Doktoranta mechanizm dziatania Amfoterycyny B
polegajgcy na tworzeniu przez czgsteczki antybiotyku komplekséw z ergosterolem,
przeksztatcajgcych sie nastepnie w transbtonowe kanaty (ang. ,barrel stave-pore”
model), jest rzeczywiscie najpopularniejszy i najszerzej akceptowany. Jednakze, w
ostatnich latach zostata sformutowana koncepcja innego mechanizmu (ang. ,sterol
sponge” model), zgodnie z ktérg czgsteczki AmB lokujgc sie po zewnetrznej stronie
btony cytoplazmatycznej dokonujg swoistej ,ekstrakcji” czasteczek ergosterolu z
btony, a utworzone w ten sposéb kompleksy AmB-ergosterol odktadajg sie po
zewnetrznej stronie btony w postaci stoséw. Sg dowody na ten drugi mechanizm; by¢
moze rzeczywisty sposob dziatania AmB obejmuje oba mechanizmy.

Str. 32. Pochodne imidazolu lub triazolu, okre$lane przez Autora jako ,leki
azolowe”, sg zwigzkami catkowicie syntetycznymi, a nie antybiotykami. Tym mianem
okresla sie zwigzki bedgce produktami metabolizmu wtérnego drobnoustrojow lub
potsyntetycznymi pochodnymi takich produktow, o] dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym lub przeciwnowotworowym.

Str. 36. Przedstawiona opinia, ze ,...opornosc na leki polienowe u C. albicans
nie jest powszechna...” jest chyba zbyt ostrozna. W rzeczywistosci, taka opornos¢
jest bardzo rzadka — w naturze praktycznie nie wystepuje, a moze by¢ wywotana w
warunkach laboratoryjnych poprzez ukierunkowane mutacje w genomie tego
drobnoustroju.

Str. 43. Autor wymienia bardzo wiele (moje uznanie dla niezwykle gtebokiej
analizy literatury w tym wzgledzie) przyktadéw substancji, ktére w kombinacji z
lekami azolowymi potegujg ich dziatanie przeciwgrzybowe. Do tej bardzo obszernej
listy pozwole jeszcze sobie dorzuci¢ synergistyczne dziatanie lekow azolowych z
nikkomycyna X, co stwierdzono niemalze 30 lat temu.

Str. 44. Brak cytatu do zdania rozpoczynajgcego sie od ,Przedstawione dane
literaturowe...”

Cel pracy zostat przez Doktoranta sformutowany w jednym zdaniu, co jest
niewatpliwg zaletg, po ktérym nastepuje wykaz zadan, ktérych realizacja miata
zapewnic osiggniecie tego celu.

Opisy metod eksperymentalnych zostaty przez Autora rozprawy umieszczone
w rozdziale Materialy i Metody. S3 to opisy bardzo precyzyjne i kompletne. Drobne
niedociggniecia, gtéwnie dotyczgce nazewnictwa:

- Mam watpliwosci, czy do roztworow nazwanych: Bufor DNA-1, Bufor
Assymetry-A i Bufor Assymetry-B (str. 51-52) mozna faktycznie uzywac okreslenia
zoufor”. W roztworach tych brak wiasciwego dla roztworéw buforowych uktadu staby
kwas/sol stabego kwasu i silnej zasady.

- W gronie zwigzkéw wymienionych w kategorii Antybiotyki (str. 54), jedynie
Amfoterycyna B ma rzeczywiscie taki charakter (patrz uwaga powyzej do str. 32).

- W opisie procedury 3.5 dotyczacej izolacji lipidow bton plazmatycznych (str.
63), chyba zbyt wczesnie uzyto okreslenia ,frakcje lipidowe bton plazmatycznych”. W
mojej opinii, osad otrzymany po ultrawirowaniu zawiera frakcje btonowe (lipidy +
integralne biatka btonowe), a dopiero po ekstrakcji tego osadu mieszaning
chloroform:metanol, mozna moéwic o frakcji lipidowej bton.



- Rodamina 6G jest dobrym substratem zaréwno dla transportera Cdr1ip, jak i
Cdr2p. Tytut procedury 3.15 na str. 70 jest oczywiscie wiasciwy, jednakze warto
zaznaczy¢, ze ,czystg” aktywnos¢ transportera Cdrip z uzyciem tej sondy mozna
mierzyC jedynie w komorkach, w ktérych nie ma ekspresji genu CDR2, a w
konsekwencji - aktywnosci transportera Cdr2p.

- Procedura 3.16. Przezywalnos¢ w obecnosci antybiotykéw. Sam tytut
jest nieadekwatny do opisanej procedury. Stosujgc opisang procedure mierzono
efekt grzybostatyczny (zahamowanie wzrostu), a nie przezywalnos¢ komorek
poddanych dziataniu badanych zwigzkéw. Ponadto opis powinien by¢ nieco szerszy
(jakie rozcienczenia /dwukrotne?/, kontrola +, kontrola -. Mam takze watpliwos¢
dotyczgcg wielkosci inokulum. Pomiar ODgyo na poziomie 0,01 jest obarczony duzym
btedem. Rekomendowatbym na przyszto$¢ standaryzowanie gestosci komoérek, a nie
gestosci optycznej zawiesiny, czyli przygotowywanie inokulum o ODgyp = 0,1, co w
przypadku komorek C. albicans odpowiada dos¢ doktadnie gestosci 10° komdrek/mL
i nastepnie dodawanie tego inokulum tak, aby uzyskaC pozgdane koncowe
rozcienczenie, np. do gestosci 10° lub 10* komérek/mL.

Uzyskane rezultaty przedstawione zostalty w gtownym rozdziale Wyniki o
objetosci 59 stron. Sposéb przedstawienia jest w petni profesjonalny. Odpowiednia
analiza statystyczna zostata zastosowana wszedzie, gdzie byto to konieczne. W
opisie wynikbw wplecione zostaly elementy komentarza w stopniu catkowicie
uprawnionym, a niekiedy nawet koniecznym. JakosC¢ zamieszczonych zdjeC i
wykresow nie budzi watpliwosci (z drobnym wyjatkiem ilustracji 35A), a wrecz
zastuguje na najwyzsze uznanie.

Uwagi i pytania do tej czesci rozprawy:

1. Uwazam, ze warto byto zbadac¢ fenotyp wzrostowy mutanta KS028, oprocz
podtéz YPD i YNB, takze w podtozu RPMI-1640, ktérego sktad odpowiada
sktadowi frakcji rozpuszczalnej osocza krwi oraz w podtozu RPMI-1640 +
surowica. Takie warunki odpowiadatyby najbardziej tym, ktére majg miejsce
podczas infekcji wywotanej przez C. albicans w organizmie pacjenta.

2. Doktorant wykazat, ze delecja genu ERG71 prowadzi do auksotrofii
komorek C. albicans wzgledem adeniny i uracylu. Przedstawione na to
dowody sg jednoznaczne, a samo odkrycie tego zjawiska jest w mojej opinii
bardzo interesujgce, szczegdlnie w aspekcie wzbogacenia wiedzy na temat
mechanizmu dziatania przeciwgrzybowego lekow azolowych, ktore
dotychczas wigzano gtéwnie, a wiasciwie wylgcznie, z konsekwencjami
zastgpienia ergosterolu w btonie przez 14o-metylowane sterole, gtéwnie
14a-metyloergosta8,24(28)-dien-3p,6a-diol. Mechanizm przypuszczalnego,
sugerowanego przez Doktoranta w Dyskusji, powigzania biosyntezy
ergosterolu z biosyntezg adeniny i uracylu nie jest oczywisty, w $wietle
faktu, iz nie stwierdzono znaczacych roznic pomiedzy mutantem, a
komérkami typu dzikiego w ekspresji gendw kodujgcych enzymy szlakéw
biosyntezy puryn i pirymidyn. Niewatpliwie warto by bylo ten mechanizm
wyjasni¢. Jakie badania mogtyby zdaniem Doktoranta przyblizy¢
wyjasnienie tej kwestii?

3. Zaliczenie chlorku potasu do grona ksenobiotykdw indukujgcych
depolaryzacje bton komdérkowych (str. 101) jest nieco zaskakujgce.




Ksenobiotyk to substancja chemiczna niebedaca naturalnym sktadnikiem
zywego organizmu. KCI chyba nie spetnia tej definic;ji.

4. Wykres 35A (str.106) jest nieco nieczytelny i trudno zorientowac sie czemu
odpowiadajg poszczegdlne krzywe, ale zapewne jest to konsekwencjg
jakosci wydruku. Na szczescie pomocny jest w tym wzgledzie opis wykresu
w tekscie rozprawy.

5. Uzyskane przez Doktoranta wyniki dotyczgce dziatania antybiotyku
przeciwbakteryjnego gentamycyny na komorki mutanta KS028 oraz
kombinacji flukonazolu i gentamycyny na komorki C. albicans réznigce sie
hydrofobowoscig sg bardzo interesujgce. Tej opinii nie zmienia fakt, ze w
eksperymentach, ktérych wyniki opisano na str. 116-125 nie mierzono, jak
napisano. ,przezywalnosci’ lecz efekt grzybostatyczny. Prosze Doktoranta
o wyjasnienie podstaw wyboru antybiotyku przeciwbakteryjnego do tych
badan. W Dyskusiji na str. 146 znajduje sie stwierdzenie, ze powodem byto
(cyt.) ,...zidentyfikowanie zwiekszonej wrazliwosci mutanta KS208.” Czy
zatem badano takze inne antybiotyki, dla ktorych takiego zwiekszenia
wrazliwoéci nie stwierdzono? Czy zdaniem Doktoranta obserwowany przez
Niego efekt dziatania gentamycyny moze byC specyficzny dla tego
antybiotyku, czy tez spodziewatby sie podobnego efektu dla innych
antybiotykdw aminoglikozydowych?

6. Za interesujgce nalezy uzna¢ takze wyniki dotyczgce dziatania kwasu
kaprynowego (dekanowego). Doktorant stwierdzit, ze obecnos¢ tego
kwasu w odpowiednim stezeniu skutkowata zahamowaniem wzrostu
szczepu KS028, a z drugiej strony, niwelowata dziatanie Amfoterycyny B
na komorki C. albicans typu dzikiego. Pan Suchodolski przeprowadzit
takze serie eksperymentéw majgcych na celu wyjasnienie mechanizmu
tego drugiego zjawiska. Stwierdzona przez Doktoranta niezbyt znaczgca
nadprodukcja ergosterolu przez komérki C. albicans poddane dziataniu
kwasu kapronowego nie ttumaczy chyba jednak w petni obserwowanego
ich uodpornienia na dziatanie Amfoterycyny B. Moja dyskusyjna uwaga do
tej kwestii jest taka, ze nie wyjasniono, czy obserwowane efekty sg
specyficzne dla kwasu kaprynowego, czy tez podobne nie wystgpityby w
przypadku kwasow ttuszczowych o zblizonej do kaprynowego wielkosci,
np. pelargonowego (Cy) i undekanowego (C41). Uwazam, ze warto tez
bytoby sprawdzi¢, czy czgsteczki kwasu kaprynowego (a moze takze i
innych podobnych kwasow) nie tworzg w roztworach wodnych komplekséw
z czgsteczkami  Amfoterycyny B. Tworzenie takich kompleksow
stwierdzono uprzednio dla kwasow ttuszczowych o dtuzszych tancuchach
(2C+3), 0 czym zresztg Autor rozprawy wspomina w Dyskusiji (str. 150). Nie
moge sie zgodzi¢ z Doktorantem, ze poprzez prowadzenie hodowli
komoérek C. albicans w obecnosci kwasu kaprynowego do wczesnej fazy
wzrostu wyktadniczego, a nastepnie dodanie AmB, mozna wyeliminowac
wptyw potencjalnej, bezposredniej interakcji kwasu z antybiotykiem. Tak
mogtoby byc¢ tylko wowczas, gdyby w momencie dodawania AmB do
zawiesiny komorek, w roztworze pozakomoérkowym nie bytoby juz
czgsteczek kwasu w stezeniu powyzej stezenia dodawanej AmB, jednakze
brak na to dowodow.

Dziewietnastostronnicowa Dyskusja jest bardzo dojrzata, kompetentna i
wyczerpujgca. Doktorant umiejetnie unikngt wysuwania zbyt daleko idgcych



wnioskow, a te, ktére sformutowat, potrafit odpowiednio uzasadnic. Nie znajduje w tej
czesci pracy zadnych btedéw, a ponadto kompleksowos¢ tej dyskusji nie pozostawia
praktycznie pola do polemiki naukowej, co oczywiscie tylko jak najlepiej swiadczy o
jej Autorze.

Rozprawa napisana jest generalnie dobrym jezykiem, czyta sie jg z
zainteresowaniem i duzg przyjemnoscig. Jedyna uwaga typu jezykowo-stylistycznego
dotyczy pierwszego akapitu Wprowadzenia, gdzie =znalazly sie zdania
rozpoczynajgce sie od: ,Co, z kolei,..”, ,Sposrod ktérych...” i ,Zatem, niewielkie...”.
Nie znalaztem w tekscie rozprawy istotnych btedéw nomenklaturowych i w zakresie
stownictwa specjalistycznego (kilkka mniej istotnych zostato wymienionych powyzej).
Btedy edytorskie sg nieliczne.

Pan Suchodolski jest wspétautorem az 9 wieloautorskich publikacji w
czasopismach z listy JCR, w tym w 5 z nich — autorem pierwszym. Z pewnoscig trzy
z tych publikacji (by¢ moze wiecej) dotyczg tematyki rozprawy. Manuskrypty dwoch
kolejnych publikacji znajdowaty sie w momencie pisania rozprawy na etapie recenz;ji.
Ponadto, w dorobku Doktoranta znajduje sie 20 doniesien konferencyjnych, Jest On
wspotautorem zgtoszenia patentowego, otrzymat takze kilka nagrod i wyrdznien.

Analiza tresci przedstawionych powyzej uwag i zastrzezen wyraznie wskazuje,
ze wiekszos¢ kwestii, do ktérych sie one odnoszg, wynika prawie na pewno z
niedoktadnosci lub niezrecznosci opisu, a nie rzeczywistych btedow. Czes¢ uwag ma
natomiast charakter dyskusji naukowej, odzwierciedlajgcej inne niz Autora rozprawy
zdanie recenzenta dotyczace interpretacji wynikdw opisanych w rozprawie
doktorskiej. Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze przedstawiona rozprawa spetnia
warunek ustawowy, tj. zawiera istotne elementy nowosci naukowej, a moja
jednoznacznie pozytywna ocena jej zawartosci sktania mnie do sformutowania
wniosku o0 dopuszczenie p. Suchodolskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jestem takze catkowicie przekonany, ze dorobek naukowy Doktoranta,
w tym szczegolnie wysoka wartoS¢ ocenianej przeze mnie Jego rozprawy
doktorskiej, uzasadniajg nadanie Panu mgr Jakubowi Suchodolskiemu stopnia
naukowego doktora.

Ponadto, biorgc pod uwage wtasng wysokg ocene ocenianej rozprawy i jej
wyrozniajgcy w poréwnaniu z innymi rozprawami doktorskimi dotychczas przeze
mnie ocenianymi poziom naukowy, rekomenduje Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne UWr podjecie uchwaty o wyréznieniu rozprawy doktorskiej p. Jakuba
Suchodolskiego.

Czynnikami sktaniajgcymi mnie do przedstawienia takiego wniosku sg m.in.:

a) bogactwo i roznorodnosc¢ technik eksperymentalnych stosowanych przez
Doktoranta do przeprowadzenia badan, ktorych wyniki przedstawiono w
rozprawie doktorskiej, czyli bardzo zaawansowany poziom Jego warsztatu
badawczego;

b) wysoka juz, pomimo mtodego wieku, dojrzatos¢ naukowa Doktoranta,
przejawiajgca sie m.in. w umiejetnosci profesjonalnego opisu oraz
kompleksowej, krytycznej oceny uzyskanych wynikow;

c) fakt opublikowania znaczacej czesci wynikow przedstawionych w rozprawie
doktorskiej w artykutach w dobrej jakosci czasopismach naukowych;



d) znaczacy dorobek publikacyjny Doktoranta, obejmujgcy takze artykuty
opisujgce wyniki prac badawczych spoza zakresu projektu doktorskiego, co
Swiadczy o pracowitosci p. Suchodolskiego oraz umiejetnosci podejmowania
szeregu wyzwan naukowych.

Jestem absolutnie przekonany, ze p. Jakub Suchodolski jest mtodym, ale w
petni dojrzatym naukowcem o duzym potencjale i zycze Mu powodzenia w dalszej
karierze naukowej, po uzyskaniu stopnia doktora.




