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Recenzja rozprawy doktorskiej p.t. Aktywnosc wybranych lekéw
niebedacych lekami przeciwgrzybiczymi wobec grzybéw z rodzaju Candida.

Prace wykonat mgr farm. Jakub Krél pod kierownictwem dr hab. n. med.
Marzeny Bartoszewicz, prof. nadzw. Promotor pomochiczy dr n. med.
Urszula Nawrot

Rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr. Jakuba Krdla oparta jest na
trzech publikacjach stanowiacych logiczna catoé¢ badan nad testowaniem
dziatania przeciwgrzybiczego wybranych lekow przeciwbolowych i
przeciwnowotworowych. Publikacje te ukazaly sie: jedna w 2018 roku i dwie w
2019 roku w Journal de Mycologie Medicale, czasopiémie indeksowanym i
uzyskaty w sumie ponad cztery IF (wsp6tczynnik oddziatywania). Doktorant jest
pierwszym autorem w publikacjach, ktore stanowig orginalny ,nowatorski
wktad w problem leczenia grzybic. Przedstawione w pracy doktorskiej mgr
J.Kréla badania ich wyniki i analiza maja jeden wspdlny mianownik
poszukiwanie wsrod lekow przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych
preparatéw o aktywnosci przciwgrzybiczej w stosunku do drozdzopodobnych
grzybéw z rodzaju Candida. Uzasadnieniem wyboru tematu jest fakt skapego
arsenatu lekéw do leczenia grzybic uktadowych, toksyczno$¢ wielu z nich, a
takze rozwijajaca sie oporno$¢ Candida na azole i flucytozyne. Na cato$¢ badan
zawartych w rozprawie doktorskiej sktada sig kilka tematdw: a/testowanie
wybranych lekédw w kierunku aktywnosci przeciwgrzybiczej

b/badanie interakcji preparatéw testowanych ze stosowanymi w leczeniu
grzybic lekami

c/okreélanie aktywnosci dziatajgcych na grzyby testowanych lekow wobec
szczepow Candida zawierajgcych intron 255 rDNA

d/ dziatanie kwasu folinowego jako stymulatora aktywnosci przeciwgrzybiczej

e/ aktywno$¢ 5-fluorouracylu i 5- flucytozyny w potaczeniu z kwasem
folinowym w stosunku do komérek z hodowli planktonicznej i komérek z
biofilmu.



Struktura pracy jest zgodna z ogdlnie przyjetymi zasadami. Sktada sie z oémiu

rozdziatow. Ostatni z nich to petne teksty trzech publikacji na ktérych opiera sie
praca.

We wstepie autor wymienia w skrécie wystepowanie i przyczyny zakazen
grzybami z grupy drozdzopodobnych (Candida), opisuje wrazliwog¢ tej grupy
patogenow na leki przeciwgrzybicze z uwzglednieniem lekoopornoéci zwigzanej
ze zdolnoscig do tworzenia biofilmu. Tre$¢ wstepu wprowadza w tematyke
pracy i uzasadnia potrzebe przeprowadzenia przedstawionych badan. Jest
dobrym wprowadzeniem, cho¢ Informacje sg podane sg w duzym skrdcie.

W nastepnym, drugim rozdziale ,Cel pracy” autor jasno i szczegétowo
przedstawit plan zamierzonych badan, a wiec oceny aktywnosci
przeciwgrzybiczej wybranych substancji stosowanych w lecznictwie jako leki
przeciwbdlowe i przeciwnowotworowe. Cele szczegdétowe to:

a/ interakcja badanych lekéw z lekami przeciwgrzybiczymi

b/ okreslenie wptywu kwasu folinowego na aktywnos¢ przeciwgrzybiczg i
dziatanie cytotoksyczne 5-fluorouracylu oraz flucytozyny

c/wptyw obecnosci intronu w jednostce 25 S rDNA C. albicans na podatnos¢ na
leki przeciwnowotworowe

d/ stymulacja aktywnosci badanych lekéw przez kwas folinowy

e/ badanie zdolnosci eradykacji biofilmu przez najbardziej aktywny preparat
wsérdd badanych lekdw.

Metody zastosowane dla realizacji zamierzer opisane zostaty w rozdziale
_Materiat i Metody”. Opisana zostata prawidfowo dobrana kolekcja
zastosowanych w badaniach szczepéw Candida oraz przedstawione podstawy
wyboru lekéw ktérych aktywno$é przeciwgrzybicza bedzie badana. Wrazliwos¢
na leki oceniana byta metoda oznaczania minimalnych stezen hamujgcych
zgodnie z zaleceniami EUCAST, dla badania jednoczesnego dziatania dwu
érodkéw stosowano test szachownicy i wyliczano Fractional Inhibitory
Concentration Index — index FIC wyznaczajacy typ interakcji. Testy
cytotoksycznoéci wykonywane byty na linii komérkowej mysich fibroblastow.
Eradykacje biofilmu tworzonego przez grzyby Candida okredlano barwieniem
fioletem krystalicznym biomasy biofilmu i oznaczaniem absorbancji tego
barwnika oraz réwnolegle testem zywotnosci komdrek biofilmu, testem



rezazurynowym. Wartosci parametrow statystycznych wyliczone zostaty w
programie Statistica 13 firmy StatSoft.

W rozdziale , Wyniki” rozprawy doktorskiej uzyskane najwazniejsze rezultaty
badan przedstawione zostaty w skrétowej formie, wybrane z trzech artykutow,
ktérych petne teksty zawarte s wpublikacjach. Wyniki przedstawione sa w
formie opisu tekstowego, tabel i wykresow. Temat pierwszy obejmuje badania
nad skojarzonym dziataniem lekdw przeciwbolowych z lekami
przeciwgrzybiczymi z grupy triazoli. Wykazana zostata aktywnos¢
przeciwgrzybicza ibuprofenu i jego synergistyczne dziatanie z triazolami,
metamizolu w stosunku do trzech szczepéw i meloksykamu w stosunku do dwu
szczepdw Candida. Temat artykutu drugiego to wrazliwo$¢ szczepdw Candida
zawierajacych intron 25 S r DNA na preparaty przeciwnowotworowe i
flucytozyne. Badania wykazaty, ze najwyzszg aktywno$¢ w stosunku do
szczepdw z intronem miata bleomycyna i 5-fluorouracyl. Mniej aktywne byty:
mitomycyna i daktynomycyna-Aktywnosc pozostatych testowanych lekéw nie
salezata od obecnoéci intronu w DNA szczepdw Candida. Zaleznosc¢ od
obecnodci intronu autor wykazat dla stymulujgcego wptyw na aktywnosc
grzybobdjczg a kojarzonego z 5-flucytozyna kwasu folinowego, zwiekszyt on
czterokrotnie aktywno$¢ 5-FU w stosunku do szczepdw bezintronowych. W
trzeciej prezentowanej pracy autor przedstawit wyniki badan aktywnosci
przecwgrzybiczej 5-fluorouracylu i 5-fluorocytozyny w skojarzeniu tych
preparatéw z kwasem folinowym. Kwas folinowy podwyzszyf znaczaco dziatanie
flucytozyny w stosunku do C, tropicalis, fabiani i glabrata. Potgczenie 5-
fluorouracylu i flucytozyny z kwasem folinowym wykazaty nie tylko silniejsze
dziatanie grzybobojcze ale tez eradykacjg dojrzatego biofilmu. Wazne, ze
preparaty kojarzone nie dziataty toksycznie na komorki eukariotyczne co
wykazaty testy na liniach komorkowych fibroblastéw mysich.

, Dyskusja” - Doktorant poddat dyskusji wszystkie uzyskane i opisane wyniki z
trzech opublikowanych artykutow. Uznat ze tylko jeden z badanych preparatow
przeciwzapalnych/przeciwbélowych - ibuprofen mogtby by¢ wykorzystany w
leczeniu zakazen drozdzopodobnymi grzybami, jednak po szczegdtowe;j analizie
jego interakcji z azolami wskaazt ze interakcje te moga zalezec od réznych
mechanizmdw opornosci szczepow Candida na leki przeciwgrzybicze i mogg byc
dla leczenia korzystne i niekorzystne. Aktywniejsze wtasciwosci
przeciwgrzybicze wykazaty testowane leki przeciwnowotworowe, choc 5-
florouracyl dziatat w zaleznosci od obecnoéci intronu u szczepéw Candida.
Istotnym dla praktycznego aspektu przeprowadzonych badan jest



udokumentowanie korzystnego wptywu kwasu folinowego na przeciwgrzybicza
aktywnosc¢ 5-flucytozyny i 5 -fluorouracylu. Autor udowodnit w
doswiadczeniach in vitro na biofilmie wytworzonym przez komérki Candida
dziatanie preparatéw 5-FU i 5- FC skojarzonych z kwasem folinowym eradykacje
dojrzatego biofilmu utworzonego przez szczepy i brak toksycznosci takich
preparatow w stosunku do komérek eukariotycznych co wykazat na liniach
komorkowych fibroblastéw mysich.

Przedstawiona do recenzji praca jest prawidtowo i starannie
zredagowana, podzielona na osiem rozdziatéw, w 6smym umieszczone sg trzy
artykuty wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej, ponadto streszczenie w
jezyku polskim i angielskim. Pi$miennictwo w liczbie 25 pozycji aktualne i
dobrze dobrane. Bibliografia umieszczona w kazdym z artykutéw ttumaczy mata
liczbe pozycji cytowanych w samej pracy, pozwolito to na unikniecie powtdrzen.
Tre$¢ wstepu odpowiada tematycznie czesci do$wiadczalnej i jest dobrym
wprowadzeniem do tematyki badawczej choé zbyt skgpym. Metody badah
opisane wyczerpujgco i jasno. Wyniki badan streszczone w pracy i szeroko
opisane w publikacjach na ktorych praca sie opiera dokumentowane rycinami
(4) i starannie graficznie wykonanymi 14- stoma tabelami sg przedstawione
jasno i przekonywujgco. Dyskusje nad wynikami autor przeprowadzit opierajac
sie na aktualnym pismiennictwie, logicznie wykorzystanym i trafnie cytowanym.
Praca jest zakoniczona dobrze uzasadnionymi wnioskami.

Uwagi krytyczne

- biofilm jako wazny czynnik chorobotwdrczosci powinien by¢ szerzej opisany
we wprowadzeniu, byt bowiem przedmiotem badan w czesci doswiadczalne;
moim zdaniem brak takie we wprowadzeniu opisu podstawowych
mechanizmdw dziatania preparatow przeciwzapalnych i
przeciwnowotworowych wybranych do badan w czesci doswiadczalnej pracy.

- wniosek 3 i 5 wymaga innego sformutowania, aby wyeliminowa¢ powtorzenia

- nie jest dobrym okreéleniem ,sepsa szpitalna”. Jest to sepsa u chorych
hospitalizowanych

- hazwa drozdzaki w stosunku do szczepdw rodzaju Candida jest niepoprawna

Podsumowujgc uwazam prace za wartosciowq z celnie zaadresowanym
aktualnym problemem badawczym, prezentujgcg solidnie wykonane badania
realizujgce podjety temat. Wyniki majg zaréwno duze znaczenie praktyczne, jak
i znaczenie poznawcze. Przedstawiona rozprawa doktorska Swiadczy o duzym



zaangazowaniu autora w problemy badawcze, umiejetnosci postugiwania sig
metodami badawczymi i praktycznym ich wykorzystaniem. Na podkreslenie
zastuguja wyniki badar z kwasem folinowym rokujace wymierne znaczenie
praktyczne, szczegétowo i dobrze przeprowadzona dyskusja, fatwo czytelna,
staranna redakcja. Badania, na ktdérych opiera sig praca sg opublikowane w
dobrym pismie, uzyskaty IF ponad cztery i nie wymagajg dodatkowego
komentarza.

Rozprawa doktorska mgr. Jakuba Krola odpowiada warunkom okreslonym w
art.13 Ustawy z dnial4 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki - Dz.U z 15
wrzeénia 2017r poz.1789 Zwracam si¢ wigc do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytety Medycznego
im Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr. farm J. Kréla do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego
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