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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy aktywnosci wybranych lekéw
przeciwbolowych oraz przeciwnowotworowych wobec wystepujacych w formie komorek
planktonowych i biofilmu grzybéw z rodzaju Candida oraz potencjalnej mozliwosci
wykorzystywania tych lekéw, w tym w formie politerapii, w zwalczaniu zakazen grzybiczych.
Badania wykonane przez Doktoranta wpisuja si¢ zatem w aktualng tematyke zwigzang z
poszukiwaniem opcji terapeutycznych skutecznych w leczeniu zakazen grzybiczych i

nietoksycznych dla pacjenta.

Bedace modelem badawczym drozdzaki stanowia skladnik mikrobioty przewodu
pokarmowego, ukladu moczowo-plciowego, oddechowego i skory. Gdy spada odpornosé
organizmu, sg one cz¢stym czynnikiem etiologicznym grzybic, zaréwno powierzchownych jak
1 uktadowych, mogg odpowiada¢ takze za przypadki sepsy szpitainej. Problem pogiebia sie,
gdy drozdzaki z rodzaju Candida, tworza biofilm. Struktura ta znacznie utatwia adaptacje
mikroorganizméw do warunkow kolonizowanego miejsca i zwicksza oporno$¢ na czynniki
przeciwdrobnoustrojowe. Z tego wrzgledu efektywne leczenie zakazen oportunistyczaych
wymaga  poszukiwania nowych  substancji  przeciwdrobnoustrojowych, w tym
przeciwgrzybiczych, i aktualizowania lub opracowywania nowych procedur terapeutycznych,
pomocnych w eradykacji mikroorganizméw. Istotng pomoca w takich przypadkach jest wiedza
na temat mozliwosci wykorzystywania réznych substancji i/lub procedur w profilaktyce lub

zwalczaniu zakazen w czasie terapii empirycznej fub celowane;j.




Recenzowana rozprawa doktorska zostala oparta na trzech sp6jnych tematycznie publikacjach
opublikowanych w 2018 r (jedna praca) i w 2019 r. (dwie prace) w Jednym, indeksowanym w
Journal Citation Reports (JCR) czasopismie Journal de Mycologie Medicale, posiadajgcym
wspolczynnik oddziatywania IF = 1.606 (MNIiSW — 15 pkt.). Jakkolwiek do rozprawy nie
zostaly dotgczone oswiadczenia wspdlautoréw na temat ich wkiadu w opublikowane prace, co
ogranicza mozliwo$¢ okreslenia udziatu Autora w ich powstawaniu, nalezy przypuszczaé, ze
sa one w posiadaniu Doktoranta. Poniewaz we wszystkich tych publikacjach mgr Jakub Krél
Jest pierwszym autorem. uwazam, ze przedstawiony cykl publikacji, pomimo opracowania
wieloautorskiego, stanowi oryginalny i wiasny wklad Doktoranta w rozwéj naukowy
dziedziny, ktorej postepowanie doktorskie dotyczy. Przedstawiony do oceny cykl publikacji
stanowi kontynuacj¢ zainteresowan Doktoranta, ktore ksztaltowaly si¢ wczesniej, o czym
swiadczy opublikowana w 2016 w tym samym skladzie autorskim. podobna tematycznie praca
przegladowa pi. .Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza wybranych lekow przeciwnowotworowych”
(Forum Zakazen 2016:7:85-91). Bazuje ona na analizie opracowan literaturowych dotyczacych
aktywnosci przeciwgrzybiczej lekow uzywanych w chorobach nowotworowych bez i w
potaczeniu z chemioterapeutykami oraz zawiera informacie na temat potencjalnych

mechanizmow ich dzialania.

Rozprawe doktorska stanowi zwarte opracowanie liczace lgcznie 49 stron maszynopisu,
skladajace si¢ z siedmiu czgsci. Sg to: streszczenie w jezyku polskim (str. 4-53) i angielskim (str.
6-7), wstep (str. 8-10), cel pracy (str. 10), materiat i metody (str. 10-14), wyniki (str. 15-17),
dyskusja (str. 17-19), wnioski (str. 19-20) i bibliografia (str. 20-22) zawierajaca 25 pozycji. W
czesci 8 Autor umiescit pelne teksty trzech prac. tworzacych cykl publikacji opatrzonych
wspoélnym tytutem.

We Wstepie mgr Jakub Krol omowil problemy zwigzane z dostepnoscig i praktycznym
wykorzystaniem substancji o udowodnionej aktywnodci przeciwgizybiczej. Zwrdceil uwage, ze
wsrod dostepnych lekow przeciwgrzybiczych najczesciej stosowane sa zwigzki z grupy triazoli,
polieny (amfoterycyna B) oraz echinokandyny (anidulafungina, kaspofungina, mikafungina) i
rzadziej - flucytozyna. Stanowi to bardzo ograniczony arsenal dostepnych lekéw. zwlaszcza w
przypadku grzybic uktadowych. Niemale znaczenie maja rowniez negatywne oddzialywania
tych lekow na pacjenta (np. toksycznosé amfoterycyny). wplyw na mozliwosci adaptacyjne
drobnoustrojow (rozwijajaca si¢ oporno$¢ na azole i flucytozyne) i inne ich wady. takie jak np.
wysoka cena echinokandyn. Z tego wzgledu ciggle aktualnym problemem jest poszukiwanie

nowych mozliwosci terapeutycznych, w tym nowych lekéw o aktywnosci przeciwgrzybiczej,
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lub zbadanie pod katem aktywnosci przeciwgrzybiczej juz zarejestrowanych substancji
przeznaczonych do leczenia innych chordb, mozliwych do zastosowania w zakazeniach
grzybiczych w formie mono- lub politerapii.

Doktorant jasno sformutowal cele badawcze. ktore koncentrowaly si¢ na weryfikacji doniesien
literaturowych i hipotez zwigzanych z aktywnoscig przeciwgrzybicza wybranych lekow
przeciwbdlowych i przeciwnowotworowych w zakresie aktywnosci przeciwgrzybiczej wobec
drozdzakéw Candida spp., oraz okresleniu wplywu obecnosci intronu w jednostce 25S rDNA
na podatnos¢ C. albicans na‘ bleomycyng i flucytozyne., a takze na inne wybrane leki
przeciwnowotworowe.

W oparciu o przedstawione w publikacjach dane. uzyskane z wuzyciem aktualnie
obowigzujacych metod i w oparciu o obowigzujace rekomendacje, mgr Jakub Krol ocenit
wplyw wybranych lekéw przeciwbolowych i przeciwnowotworowych na grzyby z rodzaju
Candida. Zbadane zostaly réwniez interakcje tych lekéow z tradycyjnymi lekami
przeciwgrzybiczymi. Analizie zostal poddany takze wplyw obecnosci w materiale
genetycznym  C.  albicans intronu 258 rDNA na podatnosé patogenu na leki
przeciwnowotworowe. Bardzo cennym elementem podejmowanych badaf byta ocena
zdolnosci eradykacji szczepow opornych oraz dojrzalego biofilmu Candida spp. z uzyciem
wybranych lekéw, np. S-fluorouracylu czy z flucytozyny, w tym w polaczeniach z kwasem
folinowym, ktéry zwigkszal ich aktywnos¢ bez stymulowania cytotoksycznosci wobec
komoérek eukariotycznych. Otwartym zagadnieniem pozostaje oddziatywanie tych lekéw na
linie pochodzace z komorek ludzkich, poniewaz badania tego typu byly wykonywane przez

Doktoranta tylko na linii komérkowej fibroblastéw mysich.

Wérod badanych lekow przeciwbolowych Doktorant zaobserwowal zalezng od szczepu
Candida spp. aktywno$¢ przeciwgrzybicza ibuprofenu, ktory dzialal synergistycznie,
indyferencyjnie lub antagonistycznie z uzywanymi w badaniach lekami przeciwgrzybiczymi,
zwlaszcza z grupy triazoli. W przeciwienstwie do lekéw przeciwbolowych, aktywnosé
przeciwgrzybicza wykazywaly wszystkie badane leki przeciwnowotworowe, zwlaszeza 5-
fluorouracyl. Mgr Krél zauwazyl rowniez, ze dziatanie przeciwgrzybicze 5-fluorouracylu bylo
znaczaco wyzsze wobec szczepéw grzybéw posiadajacych intron 25S rDNA. Do cennych
efektow pracy badawczej mozna zaliczyé takze informacje, ze od lat uzywana w onkologii
kombinacja S-fluorouracylu i kwasu foliowego charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscig w
stosunku do drozdzakéw, w tym wobec szczepdw opornych lub z obnizong wrazi iwoscig na

leki przeciwgrzybicze. Rezultaty te maja znaczenie praktyczne, szczegblnie w odniesieniu do
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procedur terapeutycznych stosowanych u 0s6b z obnizona odpornoscig, zwlaszcza u pacjentow

nowotworowych.

Z obowiazku Recenzenta pragng zwrdci¢ uwage na pewne niedociggnigcia i uchybienia,
ktorych nie ustrzegt sie Doktorant w czasie przygotowywania dysertacji doktorskiej. W
wigkszosci dotycza one uscislenia niektorych uzytych okreslen lub sa natury stylistyczno-
korektorskiej, i nie pomniejszajg merytorycznej oceny pracy. Przyktadowo:

- W opracowaniu Autor nie wskazat na fakt opublikowania prac w indeksowanym czasopismie
posiadajacym wspotezynnik oddziatywania Impact Factor

- W odniesieniu do Candida spp. Autor Czgsto uzywa termin ..drozdze”. W tym przypadku
bardziej wiasciwe jest okreslanie ..drozdzaki® lub »grzyby drozdzopodobne™. Termin
~drozdze™ przynalezny jest grzybom o znaczeniu gospodarczym i przemystowym, do ktorych
nalezg tzw. drozdze szlachetne, czyli odmiany i szczepy hodowlane z gatunku Saccharomyces
cerevisiae (drozdze piwowarskie. winiarskie, gorzelnicze i piekarniane), oraz niektore gatunki
grzybow niedoskonatych

- nastronie 4-5 (Streszczenie) Doktorant uzyl okreslenia: ..Synergistyczne dzialanie ibuprofenu
bylo obserwowane z kazdym z uzytych w doswiadczeniu lekéw przeciwgrzybiczych
(flukonazolu, worikonazolu, itrakonazolu. posakonazolu oraz izawukonazolu)™, a powinno by¢
..Synergistyczne dziatanie ibuprofenu bylo obserwowane z kazdym z uzytych w dos$wiadczeniu
lekow przeciwgrzybiczych (flukonazolem. worikonazolem. itrakonazolem. posakonazolem
oraz izawukonazolem)™. Ponadto. w opisie synergistycznego lub antagonistycznego dziatania
ibuprofenu w polaczeniu z lekami przeciwgrzybiczymi sugeruje zwrocic uwage. ze jest to cecha
zalezna od szczepu. Umieszczenie w jednym akapicie w powiazaniu z tym lekiem obydwu
typow oddzialywan na Candida spp. bez dodatkowego wyjasnienia jest niezrozumiate

- standardem w czasie pisania roznych opracowan jest wyjasnienie uzywanych skrotow po ich
pierwszym uzyciu (np. MIC, 5-FU, 5-FC, FOL). chyba 7e sa one powszechnie znane i uzywane
(np. DNA)

- definicja biofilmu (s. 8) powinna zosta¢ doprecyzowana. okreslenie ,,wspdlna™ struktura jest
malo zrozumialte

- sugeruj¢ nanies¢ poprawki w zdaniu na str. 8 .Pozostale leki, nawet ..... i osiagna w komorce
drozdzy stezenie fungostatyczne wobec komérek planktonowych, nie wywoluja zadnej reakcji
na...”, gdzie powinny by¢ uzyte moim zdaniem terminy: ,.drozdzakow™, ,.fungistatyczne™ i ,.nie

wywieraja zadnego wplywu™



- . 9, ostatni akapit, chyba bardziej stuszne byloby uzycie terminu terapii przeciwgrzybiczej”
zamiast ,terapii grzybiczei”

- proszg¢ o zwrocenie uwagi na Rys. 1 i okreslenie stezen flukonazolu w opisie mikroptytki 96-
dotkowe;j. Jezeli jest to metoda podwéjnych rozcienczen, prawdopodobnie do opisu stezen w
dotkach od 8 do 11 wkradt si¢ blad,

- s. 14, wydaje sig, ze w opisie testu cytotoksycznosci bardziej stuszne byloby okreslenie ,,po
inkubacji i utworzeniu pojedynczej warstwy komorek™ w miejsce .. linii komodrek™ oraz
»przygotowane w podiozu DMEM” w miejsce ,,w roztworze DMEM®

- 5. 20 (Wnioski), nalezy rozwazy¢ uzycie bardziej precyzyjnych okreslen we wniosku ,,Wzrost
aktywnosci przeciwgrzybiczej 5-FC nie wplywa na szkodliwosé leku w stosunku do komérek
ssakow™, gdzie bardziej stusznym byloby okreslenie .....na cytotoksycznos¢ ...” ze wzgledu na

brak wiedzy na temat innych, nie badanych przez Autora, dziatan szkodliwych.

Podsumowujgc pragne podkresli¢, ze recenzowana rozprawa doktorska wnosi nowe, istotne
dane do nauki i w sposob znaczacy poglebia wiedze na temat mozliwoéci zwalczania zakazen
grzybiczych u 0s6b z obnizona odpornoscia, w tym u pacjentéw onkologicznych. Jest to wazne
z punktu widzenia praktycznego, poniewaz moze znalez¢ rowniez zastosowanie w opracowaniu
procedur terapeutyczaych opartych na aktualnej wiedzy i leczeniu pacjentdw z zakazeniami
wywolywanymi przez Candida spp.

Stwierdzam zatem, ze oparta na cyklu publikacji rozprawa doktorska mgr. Jakuba Kréla pod
tytulem , Aktywnos¢ wybranych lekow niebedacych lekami przeciwgrzybiczymi wobec
grzybow z rodzaju Candida” odpowiada warunkom okre$lonym w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 15 wrzes$nia 2017 r., poz. 1789 z p6zn. zm.). Wobec powyzszego zwracam si¢
do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego z oddziatem Analityki Medycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu o dopuszczenie pana megr.

farm. Jakuba Kréla do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. farm. Ursz Kosikowskz
IAGNOSTA LABORATORYINY

Specjalista mikrobiolog
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