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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Czechowicz
wykonanej w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slgskich we Wroclawiu
pod kierunkiem Promotor - Pani prof. dr hab. Grazyny GoSciniak
oraz promotor pomocniczej - Pani dr n. med. Joanny Nowickiej

pt. .. Wplyw peptydow przeciwdrobnoustrojowych na szczepy Candida spp.”

Przediozona do oceny praca doktorska zatytutowana ,,Wplyw peptydow przeciw-
drobnoustrojowych na szczepy Candida spp.” stanowi cykl trzech potaczonych tematycznie
artykuléw naukowych - jednego przegladowego i dwoéch oryginalnych, ktore dotykaja
istotnego problemu jakim sa grzybicze zakazenia ginekologiczne. Wszystkie artykuly
opublikowano w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Laczny wspotczynnik
oddzialywania IF cyklu wynosi 18,941 a suma punktéw MEIN wynosi 380. We wszystkich
trzech artykutach Doktorantka jest pierwsza autorka. Zamieszczone w pracy oswiadczenia
Wspétautoréw okreslajace indywidualny wklad w powstanie publikacji, jak rowniez
deklaracje - tzw. Authors’ contribution w samych publikacjach, wskazuja, ze udzial
Doktorantki jest wiodacy, co $wiadczy o jej duzym zaangazowaniu w prowadzone badania.

Uklad redakcyjny pracy jest prawidtowy. Praca liczy 108 stron i zawiera kolejno: spis
treéci, wykaz publikacji wchodzacych w skiad cyklu, wstgp, w ktérym Doktorantka
wprowadza czytelnika w problematyke kandydozy pochwy i sromu (Vulvovaginal
candidiasis, VVC), prezentujgc dane epidemiologiczne oraz hipotezy okreslajgce najbardziej
prawdopodobny mechanizm rozwoju zakazenia, jasno sprecyzowany cel naukowy i zalozenia
pracy, opis wykorzystanych materialéw i metod, podsumowanie wynikow, wnioski, literaturg,
streszczenie oraz streszczenie w jezyku angielskim. Wszystkie czg$ci pracy opisano starannie,
zrozumiale, poprawnym jezykiem. W rozprawie zacytowano 36 pozycji piSmiennictwa.

Wszystkie cytowane zrédta to literatura §wiatowa z ostatnich lat.
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Za glowny cel pracy Doktorantka postawita sobie okreslenie przeciwdrobno-
ustrojowego i przeciwbiofilmowego potencjalu czterech nowo zsyntetyzowanych
kationowych lipopeptydéw wobec klinicznych szczepéw Candida spp. Cel ten jest nie tylko
ambitny z naukowego punktu widzenia, ale tez, z powodu narastajacej lekoopornosci
drobnoustrojow i zapotrzebowania na nowe substancje wykazujace aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa, bardzo istotny spolecznie.

Szeroki przeglad literatury przedmiotu, ktérego efektem jest artykut nr 1. (Czechowicz
et al. International Journal of Molecular Science 2022; 23:11:5895), pozwolil Doktorantce
szczegblowo przedstawi¢ glowne czynniki patogennosci Candida spp.. wsréd ktérych
wymienia zdolnos¢ do adhezji oraz wytwarzania enzyméw hydrolitycznych, duze zdolnosci
przystosowawcze do zmieniajgcych si¢ warunkéw $rodowiskowych, wystgpowania
dimorfizmu i przetgczania fenotypowego oraz zdolnoé¢ do formowania biofilmu odpornego
na warunki $rodowiskowe oraz dziatanie §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Ponadto Pani
mgr Paulina Czechowicz przedstawia, uznawang powszechnie za najbardziej prawdopodobna,
trzyczesciowa hipoteze odnoénie proceséw potencjalnie inicjujgcych zakazenie w postaci
pelnoobjawowej kandydozy. Praca jest doskonalym kompendium wiedzy z przedmiotu
i z pewnoscia bedzie uzyteczna dla naukowcow, lekarzy klinicystow czy studentow.

W drugiej zaprezentowanej w dysertacji publikacji naukowej (Czechowicz et al.
Pharmaceutics 2021; 13:10:1589) Doktorantka za cel postawita sobie okreslenie wplywu
czterech syntetycznych lipopeptydéw, dwoch liniowych (L1 i L2) i dwoch cyklicznych
(C1 i C2), wobec klinicznych szczepéw Candida spp. w formie planktonowej, wyznaczajac
minimalne stezenie hamujace wzrost (MIC) oraz biofilmu, wyznaczajac minimalne stgzenie
eradykujace biofilm (MBEC). Lipopeptydy przebadano takze pod katem ich wzajemnych
interakcji z flukonazolem, wyznaczajac frakcyjne stezenie hamujgce (FIC). Przeprowadzone
badania wykazaly, ze wszystkie badane zwiazki wykazywaly aktywnos¢ przeciwgrzybicza,
jednak dla zwiazkéw cyklicznych obserwowano znacznie nizsze wartosci minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) niz dla lipopeptydow liniowych. Przewage zwigzkow
cyklicznych nad linjowymi Doktorantka pokazala obliczajac wspotczynnik selektywnosci
(SI), odnoszac uzyskane wartosci MIC do wyznaczonego stezenia toksycznego (IC50) wobec
keratynocytéw (HaCaT). W tym miejscu poprosz¢ Doktorantkg¢ o komentarz do stwierdzenia
. Wysokie wartoéci dla analogéw cyklicznych (5.50 dla C1 i 8.83 dla C2) wskazujg, ze
niestety wraz ze zwigkszeniem aktywnosci tych zwigzkéw wobec grzybow, narasta takze ich

toksycznos¢” - (str. 18 dysertacji). Jaki wzrost toksyczno$ci Doktorantka miata na mysli?



Przeciez z badan Doktorantki wynika, ze bardziej aktywne przeciwgrzybiczo analogi
cykliczne (C1 i C2) sa mniej toksyczne od liniowych (L1 i L2). Ponadto zwigzek C2, dla
ktérego zaobserwowano wyzsza aktywno$¢ wobec Candida spp. W poréwnaniu do zwigzku
Cl, jest rowniez mniej od niego toksyczny.

Przeprowadzone przez mgr Czechowicz badania wiasciwosci przeciwbiofilmowych
wykazaly, ze wartosci minimalnych st¢zen eradykujacych biofilm (MBEC) byly kilkukrotnie
wyzsze od wyznaczonych wartosci MIC, co Doktorantka stusznie powigzala ze znaczng
heterogennoécia i wyspecjalizowaniem komoérek tworzacych biofilm oraz z ich
nieprzepuszczalng macierzg pozakomoérkows. Stwierdzono wigksza aktywno$¢ lipoeptydow
cyklicznych C1 i C2, wyrazong jako MBEC, w poréwnaniu do liniowych L1 i L2.

Badania wzajemnych interakcji lipopeptydéw z flukonazolem przeprowadzono
dwuetapowo. W pierwszej kolejnosci badania przeprowadzono na 24 wybranych szczepach
Candida spp. i stwierdzono, ze najkorzystniejsze dziatanie w potaczeniu z flukonazolem
wykazywal zwiazek L1. Dla tej kombinacji najczgéciej obserwowano efekt addycji. Z kolei
kombinacje lipopeptydéw cyklicznych z flukonazolem najczgsciej wykazywaly indyferentny
efekt. Na podstawie otrzymanych wynikéw Doktorantka stusznie zadecydowata
o koniecznoéci dodatkowej weryfikacji wzajemnych interakcji dla kombinacji zwigzek L1-
flukonazol, tym razem wobec wszystkich izolatow Candida spp. Rezultaty tej weryfikacji
okazaly sie szczegolnie interesujace, gdyz Doktorantce udalo si¢ znalez¢ takie kombinacje
stezen zwigzku L1 i flukonazolu, gdzie zaobserwowano dzialanie synergistyczne. Jest to bez
watpienia wynik niezwykle obiecujacy, dajacy szanse na skuteczng terapie skojarzong
kandydozy pochwy.

Trzecia praca zaprezentowana w dysertacji (Czechowicz et al. International Journal of
Molecular Science 2022; 23:22:14453) jest kontynuacjg badan nad przeciwbiofilmowa
aktywnoscia lipopeptydéw L1 i Cl oraz ich kombinacji z flukonazolem. Jej celem byla
weryfikacja rezultatéw uzyskanych poprzednio metodami in vitro, poprzez zastosowanie
modelu biofilmu ex vivo oraz w warunkach mikroprzeptywowych. W modelu ex vivo
uzyskano strukture dojrzatego biofilmu na powierzchni bony $luzowej fragmentéw pochwy
mysiej, ktorg nastepnie traktowano badanymi substancjami. Model mikroprzeptywowy
wymagal wyhodowania biofilmu w mikrokanalach aparatu BioFlux. Zaplanowany przez
Doktorantke eksperyment wykazal, ze dojrzaly biofilm grzybiczy utworzony na powierzchni
epithelium oraz w mikrokanatach nie byt skutecznie eradykowany przez lipopeptydy ani ich

kombinacje z flukonazolem.



Reasumujac, praca doktorska mgr Pauliny Czechowicz ma walory oryginalnosci
naukowej. Jest polgczeniem wiedzy i umiejgtnosci z zakresu mikrobiologii i chemii
farmaceutycznej. Autorka wykazata si¢ doskonalym opanowaniem réznorodnych technik
i procedur, takze wymagajacych specjalistycznego oprzyrzadowania. Mimo tego,
ze publikacje wehodzgce w sklad ocenianej pracy doktorskiej Pani mgr Pauliny Czechowicz
zostaly juz zrecenzowane przez niezaleznych ekspertéw, to jako recenzentka dysertacji mam
kilka uwag i pytan, choé te ostatecznie nie wplywaja na wysokg wartos¢ merytoryczng
przedstawianych wynikow:

1% Czy Doktorantka dysponuje chromatogramami i widmami masowymi
potwierdzajgcymi czysto$¢ i tozsamosé otrzymanych lipopeptydow? Czy reakeja cyklizacji
zwigzkéw C1 i C2 byta monitorowana?

ok Dlaczego do badan toksycznosci zamiast keratynocytéw HaCaT nie wykorzystano
komérek §luzowki pochwy VK2-E6/E7?

8. Prosze o komentarz do wniosku nr 4 (str. 23 dysertacji), ktérego fragment brzmi:
.Badane lipopeptydy o strukturze cyklicznej wykazuja korzystniejszy efekt hamujacy
i eradykujacy wobec Candida niz ich liniowe odpowiedniki, jednak cechujg si¢ one
znacznie  wyzsza toksycznoscia i niska selektywnoscig.” W sSwietle danych
przedstawionych w publikacji 2. w tabeli 1. jest zgota odwrotnie. To dla zwigzkow
liniowych zarejestrowano nizsze wartosci IC50, co swiadczy o ich wigkszej toksycznosci w
poréwnaniu do zwiazkéw cyklicznych. Jesli za$ chodzi o indeksy selektywnosci zwigzkow
cyklicznych to w pracy brakuje informacji do czego Doktorantka je poréwnuje i na jakiej
podstawie ocenia ich selektywnos¢ jako niska?

4. Czy Doktorantka badata toksycznos¢ flukonazolu wobec wykorzystanych
w badaniach toksycznosci komérek eukariotycznych i czy w zwigzku z tym zna jego
warto$é wspolezynnika selektywnosci? Jaki w ocenie Doktorantki moze by¢ wplyw
kombinacji lipopeptydéw z flukonazolem na komérki eukariotyczne?

5. Czy Doktorantka wie jaki jest wplyw badanych lipopeptydéw oraz ich kombinacji
z flukonazolem na naturalng florg bakteryjng pochwy?

6. W pracy pojawiaja si¢ drobne bledy redakcyjne, np.:

- liczba atoméw wegla w kwasie heksadekanowym raz zapisywana jest w indeksie dolnym
a raz jako zwykly tekst,

- lacinskie wyrazenia nie sg konsekwentnie zapisywane kursywa,



- pa stronie 62 i 64 dysertacji powtarza si¢ blgdne odwolanie do ryciny, ktéra

w rzeczywistosci znajduje si¢ ,,powyzej” a nie ,,ponizej”.

Podsumowujac stwierdzam, ze przediozona do oceny praca doktorska mgr Pauliny
Czechowicz pt.: ,,Wplyw peptydéw przeciwdrobnoustrojowych na szczepy Candida spp.”
spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595, z pézn. zm.). W zwiazku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slqskich we Wroclawiu o dopuszczenie mgr Pauliny

Czechowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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