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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. , Wplyw peptydow przeciwdrobnoustrojowych na szczepy Candida spp.”
Pani mgr Pauliny Czechowicz.
Praca doktorska wykonana w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
Promotor: prof. dr hab. Grazyna Gosciniak
Promotor pomocniczy: dr n.med. Joanna Nowicka

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi cykl trzech publikacji
naukowych o tacznym IF= 18,941 oraz liczbie punktéw MEiIN 380,00. Dwie prace zostaty
opublikowane w International Journal of Molecular Sciences (jedna praca przegladowa,
jedna oryginalna) oraz jedna w Pharmaceutics (praca oryginalna). We wszystkich pracach
Doktorantka jest pierwsza autorka. W tekscie wszystkich prac zaznaczono udziat i wktad
Doktorantki w badania. Do rozprawy doktorskiej dotagczono oswiadczenia wspotautorow
prac, stanowigcych cykl, dotyczace opisu udziatu zaréwno w eksperymentach jak i
przygotowaniu manuskryptéw. Warto zaznaczy¢, iz prace opublikowane zostaty w latach
2021-2022, a obecnie praca przegladowa jest juz cytowana 12 razy, natomiast prace
oryginalne odpowiednio 4 oraz 1 raz.

Tematyka podjeta przez Doktorantke w pracy doktorskiej jest wazna i aktualna.
Mimo nieustannie pogtebianej przez naukowcow wiedzy dotyczacej mykobiomu kobiecej
pochwy, wiele pytan i probleméw badawczych pozostaje ciggle bez odpowiedzi i stajq sig
one kolejnymi wyzwaniami badawczymi. Takich nowych wyzwan podjeta sie Doktorantka
w swojej pracy doktorskiej. Biorac pod uwage ztozony mikrobiologicznie problem interakcji
w biofilmach niezwykle istotnym jest szukanie odpowiedzi dotyczacych mozliwych
mechanizmoéw molekularnych prowadzacych do nawracajacych kandydoz pochwy i sromu
(VVC, ang. Vulvovaginal candidiasis), a z drugiej strony poszukiwanie skutecznych terapii.
W tym ujeciu uwazam, iz Doktorantka podjeta sie bardzo aktualnej tematyki badawczej.

Uktad formalny pracy nie budzi zastrzezen i jest bardzo czytelny. W pracy
wyrézniono wykaz publikacji wchodzacych w sktad cyklu, wstep, cel i zatoZzenia pracy,
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materiaty i metody, podsumowanie wynikow (w ktérym streszczone zostaty publikacje

stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej), wnioski, bibliografie, streszczenie pracy

w jezyku polskim oraz angielskim, kobie publikacji, oswiadczenia wspdtautorow oraz opinie

Komisji Bioetycznej.

Gtéwnym celem pracy byto okreslenie przeciwdrobnoustrojowego
i przeciwbiofiimowego wpilywu ultrakrotkich kationowych liopeptydéw (USCLs) wobec
grzybéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida izolowanych z kandydozy pochwy i sromu.
W pracy badano takze skojarzony wplyw liopeptydéw z flukonazolem na Candida spp.
Osiggniecie wyznaczonych celéow byto mozliwe dzieki wyznaczeniu minimalnych stezen
hamujacych kationowych liopeptydéw (MIC, ang. Minimum Inhibitory Concentration) oraz
flukonazolu, minimalnych stezen eradykujacych biofilm (MBEC, ang. Minimum Biofilm
Eradication Concentration) badanych substancji wobec biofilmu wytworzonego przez
Candida, ocene synergistycznego dziatania liopeptydéw z flukonazolem, zastosowanie
modelu tkankowego wykorzystujacego epitelium pochwy mysiej oraz zastosowanie
technologii BioFlux do badan nad biofilmem Candida w kontekscie weryfikacji skutecznosci
dziatania badanych substancji.

We wstepie do rozprawy doktorskiej Autorka przedstawia wiadomosci dotyczace
zakazen ginekologicznych kandydozy pochwy i sromu wskazujgc na udziat w tych
zakazeniach grzybdéw z rodzaju Candida. Omawiajac to zagadnienie Autorka wskazuje na
znaczenie biofilméw w patogenezie oraz peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w terapii.
Celem podjecia dyskusji z Doktorantka poprosze o udzielenie odpowiedzi na nastepujace
pytania dotyczace teoretycznej czesci pracy : _

» Czy grzyby z rodzaju Candida mogg tworzy¢ biofilmy mieszane? Prosze o wskazanie
z jakimi drobnoustrojami oraz czy réznice w sktadzie biofilméw mieszanych mogg
mie¢ wptyw na przebieg i rokowanie w leczeniu kandydozy VVC?

» Jaki wptyw na przebieg kandydozy ma obecnos¢ w srodowisku pochwy bakterii
z rodzaju Lactobacillus? Czy w kontek$cie tworzenia biofiiméw przez Candida
obserwuje sie wptyw Lactobacillus na ten proces?

» Autorka wspomina o obecnosci na powierzchni komoérek Candida kwasu sjalowego.
Jakg biologiczng role petni kwas sjalowy obecny w ostonach komérkowych Candida
spp. i jak jego obecnos¢ w ostonach moze wptywaé na przebieg zakazenia
powodowanego przez Candida?

» Autorka na stronie 9 pracy pisze, iz ultrakrétkie liopeptydy kationowe sg bdjcze
wobec komorek gospodarza i ze stanowi to problem w badaniach nad potencjatem
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przeciwdrobnoustrojowym tych zwigzkéw. Jak nalezy to rozumie¢ w kontekscie

mozliwej terapii tymi zwigzkami?

Materialy i Metody
W pracy eksperymentalnej Doktorantka wykorzystata zaréwno klasyczne metody
mikrobiologiczne jak i zaawansowane metody dotyczace badan nad biofilmem, w tym
model tkankowy ex vivo oraz badania biofimu w warunkach przeptywowych z
wykorzystaniem BioFlux. W pracy zastosowano takze analizy statystyczne. Badania
przeprowadzono na 62 szczepach klinicznych Candida. Doktorantka planujac metodyke
badawczg, bardzo trafnie dobrata metody poréownawcze, polegajgce na analizie dziatania
roznych substancji wobec Candida zaréwno w formie planktonowej jak i biofilmowej. Na
szczegdlne wyrdznienie zastuguje zastosowanie modelu badania biofilmu w warunkach
przeptywowych z wykorzystaniem BioFlux. Dzieki zastosowaniu tej metody mozliwe byto
obserwowanie zmian w komérkach oraz tworzenie biofilméw w czasie rzeczywistym.
Pytania do tej czesci pracy:
» W celach pracy Doktorantka pisze, iz jednym z celdw jest: "Opracowanie
i zastosowanie modelu tkankowego ex vivo wykorzystujacego fragmenty epitelium
pochwy mysiej do weryfikacji skutecznosci dziatania badanych substancji
w stezeniach MBEC wyznaczonych in vitro”. Czy Doktorantka samodzielnie
opracowata model badawczy, specjalnie dla badan nad Candida, czy zmodyfikowata
metodyke cytowang w literaturze?
» Jakimi metodami identyfikowano wykorzystane w ‘badaniach szczepy kliniczne? -
tych informacji nie odnajduje w rozdziale Materiaty i Metody.
> Dlaczego przy wyznaczaniu wartosci MIC postugiwano sie rekomendacjami CLSI,
natomiast przy ocenie dziatania synergistycznego badanych zwigzkéw kierowano
sie wytycznymi EUCAST?

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej opublikowane zostaty w przedstawionym
do recenzji cyklu prac.

Artykut pierwszy jest opracowaniem przegladowym dotyczacym aktualnego stanu
wiedzy o rodzaju Candida. Praca przegladowa jest obszerna, oparta na analizie aktualnej
literatury i jest potwierdzeniem bardzo dobrej znajomosci tematyki ujetej w niniejszej
rozprawie doktorskiej. W pracy umieszczono czytelne schematy. Za niezwykle ciekawa,

w niniejszym opracowaniu, uwazam hipoteze dotyczaca proceséw potencjalnie

inicjujacych zakazenie VVC. Za cenne w tym opracowaniu, uwazam tat<2e zwrécenie uwagi
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na inny gatunek Candida, jakze istotny obecnie z punktu widzenia epidemiologicznego tj.
Candida auris. Czy zatem, Candida auris, biorac pod uwage wirulencje, zdolnos¢ do
biofilmowania i oporno$é¢ na leki przeciwgrzybicze, moze byé takze zagrozeniem w
kontekscie rozwoju VVC? We wspomnianej pracy przegladowej, Doktorantka skupia sie na
czynnikach wirulencji Candida, infekcjach przez nie powodowanych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zakazen VVC. Opisujac proces adhezji w przebiegu VVC, Doktorantka
wskazuje na wazng rolg biatkowych adhezyn, ktére majg zdolnoé¢ do wigzania m.in. biatek
dopetniacza. Jak ten proces moze przebiegaé na wspomnianych powierzchniach komérek
gospodarza w odniesieniu do biatek komplementu, zawartych w surowicy krwi?

Artykut drugi, dotyczyt okreslenia wptywu czterech USCLs wobec izolowanych z VVC
réznych gatunkéw Candida. Zastosowano metodyke badan wobec komdrek Candida
w formie planktonowej oraz biofilmowej. W pracy przedstawiono takze wyniki dotyczace
wrazliwosci szczepéw na flukonazol oraz okreslono interakcje flukonazolu z liopeptydami.
Analiza wynikow wskazata m.in. réznice we wrazliwosci na flukonazol izolatéw C. /usitaniae,
jak Doktorantka moze wyttumaczyc ten wynik? Cennym wynikiem bylo wykazanie, iz
najkorzystniejsze oddziatywanie wobec Candida wykazuje potacznie flukonazolu ze
zwigzkiem L1. Za wazne uwazam analizy dotyczace przewidywanych mozliwosci terapii
z wykorzystaniem terapii skojarzonych, czy peptydéw cyklicznych w poréwnaniu do
peptydéw liniowych.

Szczegblnie chciatabym doceni¢ aspekt naukowy i poznawczy trzeciego artykutu,
dotyczacego poréwnania dwdch modeli badawczych do badadn nad biofilmem:
wykorzystania tkanek pochwy mysiej oraz modelu badan biofimu w warunkach
mikroprzeptywowych technologii BioFlux i poréwnania do wczesniej otrzymanych wynikéw
badan biofilmu na ptytkach polistyrenowych.

We wszystkich pracach stanowiacych cykl rozprawy doktorskiej, magister P.
Czechowicz wykazata sie bardzo dobrym opanowaniem szeregu technik z zakresu
mikrobiologii tj. testéw MIC, MBEC, badan biofilmu na modelu tkankowym, badan biofilmu
w warunkach przeptywowych BioFlux, badan z wykorzystaniem mikroskopii oraz analiz
statystycznych, Doktorantka przeprowadzita prawidlowe wnioskowania oraz
w sposob dojrzaly dyskutowata otrzymane wyniki z innymi autorami. Bardzo dobrze
przemyslana zostata takze sekwencja zaplanowanych eksperymentéw, prowadzaca finalnie
do uzyskanych wnioskéw. Doktorantka przedstawia 7 wnioskéw ze swojej pracy
badawczej. Waznymi wnioskami z pracy sa te wskazujace, ze liopeptydy wykazuja
przewage w zwalczaniu biofilmu Candida w poréwnaniu do powszechnie stosowanego
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flukonazolu. Za niezwykle wazne wsrdd wnioskéw pracy, uwazam wskazanie iz wystepuja
istotne réznice miedzy wynikami uzyskanymi klasycznymi metodami badania biofilmu in
vitro oraz metoda badania w wafrunkach przeptywowych i wykorzystania modelu
tkankowego, a uzyskane wyniki w tym zakresie wskazujg na potrzebe ujednolicania metod
badawczych. Jako Recenzentka, sktaniam sie ku opinii, iz uzyskane wyniki mogg stuzyé
jako przyktad, na koniecznos¢ wykorzystywania kilku metod badawczych dotyczacych
badan nad biofilmem grzybiczym, aby mdc z cata pewnoscig potwierdzi¢ skutecznos$é
dziatania wybranych zwigzkéw wobec struktury biofilmu czy jego eradykacji.

Na koniec recenzji chciatabym zapytac jakie perspektywy badawcze i terapeutyczne

widzi Doktorantka dla badanych w pracy zwigzkéw?

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Pauliny Czechowicz
stanowigca zbidr trzech powigzanych tematycznie artykutéw naukowych, wykonana
w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we
Wroctawiu pt. ,Wptyw peptydow przeciwdrobnoustrojowych na szczepy Candida spp”
zostata dobrze zaplanowana i wykonana. Mgr Paulina Czechowicz wykazata sie
umiejetnosciami w zakresie planowania, wykonywania eksperymentow
mikrobiologicznych, witasciwego wnioskowania oraz szczegétowego dyskutowania
otrzymanych wynikdw, a takze wykazata sie umiejetnosciami przygotowywania naukowych

manuskryptow.,

Biorgc pod uwage powyzsze, stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Pauliny
Czechowicz spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz.U.
Nr 65, poz.595, z pézn.zm.). Zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z uprzejma prosba o dopuszczenie mgr Pauliny
Czechowicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego i wyréznienie rozprawy
doktorskiej.

Zakiad Mikrobiologii
IERQWN

prof. dr hgb. Gabriela Bugla-Ploskonsia



