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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Marty Dabrowskiej pt. ,,Analiza lekoopornosci

i wrazliwo$ci na wybrane zwiazki pochodzenia naturalnego drozdzakéw z rodzaju Candida”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma postaé 4 spéjnych tematycznie,
wieloautorskich prac naukowych opublikowanych w latach 2018-2023 w 3 czasopismach:
Annales Universitatis Mariae Curie-Sktodowska Lublin — Polonica, Sectio C (2018), Chemistry &
Biodiversity (2021) i Annals of Agricultural and Environmental Medicine (2023). Laczna wartos$¢
wskaznikéw bibliometrycznych tych prac to IF=4,348 i 188 pkt. zgodnie z listag czasopism
punktowanych ujetych w Zalaczniku do komunikatu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 9 lutego
2021 r. Dwie z tych prac to oryginalne artykuly naukowe, pozostale to prace przegladowe
(Annales Universitatis Mariae Curie-Sktodowska Lublin — Polonica). Lekarz Marta Dgbrowska
jest pierwszym autorem wszystkich prac, co wskazuje na wiodgca rol¢ Doktorantki
w opracowaniu koncepcji i metodyki badan, analizie i dyskusji wynikéw oraz w przygotowaniu
prac do druku. Promotor pracy doktorskiej dr hab. n. med. Monika Sienkiewicz, prof. uczelni,
jako autor korespondencyjny, nadzorowata proces wydawniczy.

Przedmiotem pracy byly drozdzaki z rodzaju Candida pochodzace z przypadkow
chorobowych, tj. z zakazen pochwy oraz skory pacjentéw, leczonych z powodu kandydozy.
Obserwowany wzrost opornosci drobnoustrojéw na dostepne srodki przeciwdrobnoustrojowe,
w tym drozdzakéw z rodzaju Candida, wywotaly konieczno$¢ poszukiwania $rodkow
alternatywnych dla lekéw przeciwdrobnoustrojowych lub je wspomagajacych, ktére bedg
skutecznie eliminowaly zakazenia wywolywane przez ten rodzaj drobnoustrojéw. Podjecie
powyzszego tematu badafn przez Doktorantk¢ wpisuje si¢ w aktualny problem, jakim jest
narastajgca opornos¢ drobnoustrojow na dostgpne srodki przeciwdrobnoustrojowe.

Drozdzaki z rodzaju Candida wystepujg powszechnie na calym $wiecie i sg najczgstsza
przyczyng grzybic. Wywotuja choroby zwane kandydozami, ktére sa zazwyczaj zakazeniami

endogennymi, poniewaz drobnoustroje te wystgpuja w obregbie naturalnej mikroflory jamy ustnej,
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jelita grubego, skéry i pochwy. C. albicans nalezy do drozdzakéw najczgéciej izolowanych
z materialow klinicznych, chociaz w ostatnich latach odnotowuje si¢ wzrost czgstosci
wystepowania innych gatunkéw z tego rodzaju, co w konsekwencji zwigksza ich udzial jako
czynnikéw etiologicznych grzybic. Grzyby z rodzaju Candida mogg powodowa¢ kandydozy
zlokalizowane: skory, paznokci, blon $luzowych jamy ustnej, przewodu pokarmowego, pochwy
i ukladu moczowego oraz grzybice inwazyjne, np.: pluc, opon mézgowo-rdzeniowych, trzustki,
kregostupa czy szpiku kostnego. Moga tez by¢ przyczyng kandydozy uogélnionej (kandydemii),
co moze prowadzi¢ do rozwoju sepsy. Wraz ze wzrostem mozliwosci terapeutycznych
obejmujacych leczenie immunosupresyjne, intensywne leczenie przeciwnowotworowe, leczenie
antybiotykami
o szerokim spektrum dzialania oraz zwigkszaniem si¢ liczby pacjentéw z réznymi chorobami
ukladowymi uposledzajacymi odpornosé komoérkows (np. cukrzyca), rosnie czesto$é grzybic
inwazyjnych.
W leczeniu kandydoz stosuje si¢ cztery grupy lekéw, w tym polieny, echinokandiny oraz
chemioterapeutyki (azole i pochodne fluoropirymidyny). W terapii kandydoz powierzchniowych
stosuje si¢ najczgsciej leczenie miejscowe, w niektérych przypadkach konieczne jest podawanie
zar6wno preparatéw o dzialaniu miejscowym, jak i ogélnym. W terapii kandydoz inwazyjnych
konieczne jest stosowanie lekéw o dziataniu ogélnym. Trudnosci w efektywnej terapii zakazen
wywolywanych przez rodzaj Candida wynikaja ze zr6znicowanej morfologii tych grzybéw;
przydatny terapeutycznie preparat musi wykazywaé skuteczno$é wobec wszystkich form
drozdzopodobnych (blastospory, pseudostrzgpki, strzepki). Dodatkowym utrudnieniem w terapii
jest zjawisko narastajacej opornosci nabytej. Wyniki badan wskazuja, ze kilka mechanizméw
opornosci moze funkcjonowaé u jednego izolatu, co oznacza, ze s3 izolaty wielolekooporne,
wykazujgce opornosé np. na pochodne azolowe, amfoterycyne B czy echinokandiny. Kolejnym
utrudnieniem w leczeniu kandydoz jest zréznicowana wrazliwo$é poszczegdlnych gatunkéw
z rodzaju Candida, co wskazuje na konieczno$¢ identyfikacji gatunkowej, a nie tylko rodzajowe;.
W zwigzku z trudnosciami w uzyskaniu pozytywnych efektéw terapii zakazen
powodowanych przez rodzaj Candida, Doktorantka postawila sobie za cel ustalenie, czy izolaty
Candida sa podatne na dzialanie wybranych zwiazkéw pochodzenia roslinnego oraz czy te

zwigzki mogg wspéldziala¢ z lekami przeciwgrzybiczymi, co mogloby obnizyé dawke leku
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i w ten spos6b chronié¢ pacjenta przed jego niepozadanym, toksycznym dziataniem; jednoczesnie
stosowanie lekow przeciwdrobnoustrojowych w niskich dawkach wpisuje si¢ w strategi¢ ochrony
dostepnych lekéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.

W dwoch pracach przegladowych, ktére powstaly w oparciu o najnowsze artykuty naukowe
i stanowia dobre wprowadzenie do podjetych badan, Doktorantka oméwila zakazenia inwazyjne
oraz zakazenia blony $luzowej powodowane przez rodzaj Candida, podajac metody identyfikacji
tych drozdzakéw oraz schematy leczenia poszczegolnych rodzajéw infekcji. Dwie kolejne
publikacje, bedace oryginalnymi pracami badawczymi, dotycza oceny aktywnosci
przeciwgrzybiczej wybranych fitozwigzkéw. Leczenie infekcji metabolitami roslinnymi jest
praktyka odwieczng, a aktualny powrdt do stosowania zwigzkéw pochodzenia roslinnego jest
wynikiem opornosci patogenéw na leki przeciwdrobnoustrojowe, ktore sg stosowane nadmiernie
lub niewtasciwie. Wykazane przez wielu badaczy niskie poziomy opornosci mikroorganizméw na
metabolity roslinne mogg by¢ zwiazane z faktem, ze substancje te nie atakujg jednego
konkretnego celu, ale majg wiele sposobow dziatania przeciwdrobnoustrojowego.

W pierwszej pracy oryginalnej “Inhibitory effect of eugenol and frans-anethole alone and in
combination with antifungal medicines on Candida albicans clinical isolates” przedmiotem badan
bylo 5 izolatéw C. albicans, ktére pochodzity z nawracajgcej kandydozy pochwy oraz szczep
referencyjny C. albicans ATCC 10231. Badania aktywnosci eugenolu oraz frans-anetolu, poprzez
ocene MIC (ang. minimal inhibitory concentration) i MFC (ang. minimal fungicidal
concentration) oraz ustalenie wartosci stosunku MFC/MIC wykazaly, Ze eugenol dziatal
grzybobodjczo wobec badanych izolatow, natomiast trams-anetol, w zaleznosci od izolatu,
wykazywal dzialanie grzybobojcze lub hamowat wzrost tych izolatow. Doktorantka ustalila takze
minimalne stezenia hamujgce wzrost oraz minimalne st¢zenia powodujace $mier¢ komorek C.
albicans wybranych lekéw przeciwgrzybiczych, takich jak mikonazol, ekonazol, klotrimazol i
nystatyna, wykazujac, ze wszystkie leki dziataty grzybobdjczo. W kolejnym etapie badan
Doktorantka, stosujgc metode szachownicy, ustalita czastkowe stezenia hamujgce (FIC, ang.
fractional inhibitory concentration) fitozwigzkow i lekéw, co bylo podstawg do okreSlenia
oddziatywania pomiedzy fitozwigzkiem a zastosowanym lekiem. Wykazata synergistyczne
dzialanie eugenolu i mikonazolu wobec klinicznych izolatow C. albicans, réwniez eugenol

z ekonazolem wykazywaly synergistyczne lub addytywne dziatanie w stosunku do tych izolatow.
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Przeprowadzone badanie bylo niezmiernie pracochtonne, ale bardzo zasadne, poniewaz
lgczenie kilku substancji aktywnych o réznym mechanizmie dziatania na komorki drobnoustrojow
moze podnosi¢ ogdlng aktywno$é biologiczng mieszaniny, a jednoczesnie aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa uzyskiwana jest przy znaczaco obnizonych st¢zeniach poszczegdlnych
skladnikéw tej mieszaniny. Jedna z mozliwosci przezwyci¢zenia lekoopornosci to synergiczne
kombinacje $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych, poniewaz stosowanie wysokich dawek lekéw,
przedtuzona terapia i konieczno$é podania dawki przypominajacej moze generowaé nie tylko
problemy zdrowotne u pacjentéw, ale prowadzié do narastania opornosci drobnoustrojow.

Wykazujac konsekwencje w prowadzonych badaniach, Doktorantka w drugiej pracy
oryginalnej ,,Jmproved efficacy of eugenol and trans-anethole in combination with octenidine
dihydrochloride against Candida albicans and Candida parapsilosis” dokonata oceny aktywnosci
przeciwgrzybicze] wybranych skladnikéw olejkoéw eterycznych (tymol, mentol, eugenol,
karwakrol, frans-anetol) w stosunku do referencyjnych szczepdw C. albicans ATCC 1023 i C.
parapsilosis ATCC 22019 oraz 2 szczepéw: C. albicans i C. parapsilosis wyizolowanych z ran.
Aktywnos$¢ wybranych fitozwigzkéw zostata takze oceniona w mieszaninie z dichlorowodorkiem
oktenidyny, ktéry stosowany jest w procesie leczenia ran. Szczepy uzyte w badaniach zostaty
wczesniej ocenione pod wzgledem wrazliwosci na rekomendowane leki o aktywnosci
przeciwgrzybiczej. Wykazano, ze byly one oporne na flukonazol oraz worykonazol. Doktorantka
stwierdzila, ze trans-anetol i eugenol w mieszaninie z dichlorowodorkiem oktenidyny wykazuja,
odpowiednio, synergistyczne i addytywne dziatanie. Nalezy podkreslié, ze Doktorantka w swoich
badaniach wykazala si¢ wnikliwoscia i podjeta probe oceny mechanizmu dzialania uzytych
zwigzkéw na komoérki drozdzy. Wykazata, ze kombinacje substancji czynnych: trans-anetol -
dichlorowodorek  oktenidyny i eugenol - dichlorowodorek oktenidyny zwiekszajg
przepuszczalnos¢ blony komorkowej C. albicans i C. parapsilosis, co powoduje jej destabilizacjg
i w konsekwencji moze prowadzi¢ do $mierci komoérki. Ponadto, ocenita szybko$¢ eliminacji
komérek drozdzy w obecnosci badanych substancji, wykazujac, ze kombinacja eugenol -
dichlorowodorek oktenidyny charakteryzowala si¢ najlepsza skutecznoscig przeciwgrzybicza
wobec wszystkich badanych szczepéw, gdyz juz w ciggu pierwszej godziny ekspozycji wzrost

komérek w obecnosci tych zwigzkéw zostat catkowicie zahamowany.




Uniwersytet . . '
Pregrodficeo- Instytut Nauk Biologicznych

-Humanistyczny
w Siedlcach

)

08-110 SiedIce, ul. B. Prusa 14, 25 643 12 01, e-mail: biologia@uph.edu.pl

Przedstawione do oceny prace sg spOjne tematycznie i stanowig dobrze przemyslang
ca16§é, maja nie tylko warto$é poznawcza, ale takze wskazuja na mozliwo$¢ praktycznego
wykorzystania fitozwigzkéw o potwierdzonej przez Doktorantkg¢ wysokiej aktywnosci
przeciwgrzybiczej jako substancji wzmagajacych aktywno$¢é lekéw przeciwgrzybiczych.
W sytuacji narastajacej opornodci na leki przeciwdrobnoustrojowe, podjgcie badai majgcych na
celu poszukiwanie zwigzkéw alternatywnych w stosunku do klasycznych lekéw jest cenne
i wpisuje si¢ w badania prowadzace do rozwigzania globalnego problemu, jakim jest lekoopornosé
drobnoustrojéw. Mieszaniny $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych mogg zapobiega¢ lub op6znia¢
pojawianie si¢ in vivo lekoopornych subpopulacji mikroorganizméw chorobotwérczych.
Dodatkowo, stosowanie niektérych lekéw przeciwdrobnoustrojowych jest ograniczone ze
wzgledu na ich toksyczne dzialanie w skutecznych dawkach. Dlatego tez kombinacje lekéw
z innymi zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi, m.in. fitozwigzkami mogg stanowi¢ skuteczng
opcje leczenia przy uzyciu nizszych dawek oraz moga zapewni¢ efekt terapeutyczny o szerokim
spektrum.

Badania zostaty przeprowadzone w oparciu o wiarygodne metody badawcze, ktdre zostaty
dobrze opisane w przedstawionych pracach. Forma pracy doktorskiej lek. Marty Dgbrowskiej w
postaci 4 prac opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych, a wigc juz
zrecenzowanych prac naukowych, nie pozostawia recenzentowi wiele miejsca na uwagi
krytyczne. Jednak chciatabym si¢ odniesé¢ do zakresu przeprowadzonych badan, w ktorych,
W mojej opinii, nalezaloby dodatkowo oceni¢ zdolno$¢ badanych izolatéw z rodzaju Candida do
tworzenia biofilmu oraz ocenié¢ wrazliwo$¢ komoérek bedacych w biofilmie na badane fitozwiazki,
szczegOlnie, ze Autorzy w dyskusji w jednej z przedstawionej do oceny prac podkreslaja trudnosci
w leczeniu zakazen powodowanych przez Candida, wynikajace z tworzenia biofilmu przez te
grzyby na powierzchni tkanek. Ponadto, forma autoreferatu, w ktérym brakuje rozdziatu
opisujacego uzyskane wyniki nie pozwolita Doktorantce na ich oméwienie w sposéb syntetyczny.
Kompleksowy sposéb prezentowania wynikow jest istotny, poniewaz pozwala oceni¢ orientacj¢
osoby ubiegajacej si¢ o stopiei naukowy doktora w badanej problematyce oraz jej dojrzatos¢

naukowa.
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Whiosek koncowy

Reasumujac, uwazam, ze rozprawa doktorska lek. Marty Dabrowskiej, w ktérej wykazano, ze
fitozwiazki moga by¢ brane pod uwage jako czynniki przeciwdrobnoustrojowe w terapii infekeji
skéry i blon $luzowych powodowanych przez rodzaj Candida oraz jako czynniki wspomagajace
aktywno$¢ lekoéw przeciwgrzybiczych, stanowi oryginalne i warto$ciowe rozwigzanie problemu
naukowego. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pokazuje, ze lek. Marta Dabrowska
posiada ogdlng wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauki medyczne i umiejgtnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Praca spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i art. 179 ust. 1 Ustawy prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce z 3 lipca 2018 (Dz.U. Z 2018 r. poz. 1669). Zwracam si¢ wigc do
Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z wnioskiem o dopuszczenie lek.

Marty Dagbrowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof, dr hab. n. bipl. Barbara Kot




