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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Moniki Caban

pt.: ,Przewidywanie przynaleznosci gatunkowej grzybow patogennych i fenotypu lekoopornosci oraz
badanie mechanizmow jego modulacji w gatunkach Candida albicans i non-albicans”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Grzegorza Bartosza
I dr Agnieszki Grzelak
w Zaktadzie Biofizyki Blon,
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu £.odzkiego

Rozprawa doktorska pani Moniki Caban dotyczy przynaleznos$ci gatunkowej grzybdéw patogennych, typowania
lekoopornosci oraz jej modulacji. Autorka pracy skupita si¢ w wiekszosci badan na gatunkach Candida albicans
oraz innych gatunkach Candida, okreslanych mianem non-albicans. W pracy opisane sa tez do$§wiadczenia na
szesciu gatunkach grzyboéw dermatofitycznych z rodzaju Microsporum, Trichophyton i Chrysosporium. W pierwszej
czesci pracy Autorka wykazata przydatnos¢ metody HRM (analizy topnienia produktow o wysokiej rozdzielczosci)
w typowaniu gatunkowym na podstawie sekwencji ITS2 grzybéw patogennych jak rowniez wskazata na mozliwosé
zastosowania tej metody do predykcji opornosci Candida albicans na leki. Metoda HRM zwalidowana przez
Autorke pracy moze stuzy¢ do szybkiej selekcji probek przeznaczonych do sekwencjonowania podczas diagnostyki
infekcji drozdzowej. W kolejnej czes$ci pracy Autorka podjeta sie proby zastosowania cytometrycznego badania
akumulacji dioctanu fluoresceiny w przewidywaniu lekoopornosci grzybow, a takze wykazata, ze leki azolowe w
dawkach subtoksycznych wywotuja stres oksydacyjny w komoérkach Candida i, ze odpowiedz tych grzybow na stres

oksydacyjny rozni si¢ miedzy gatunkami i szczepami jednego gatunku.



Otrzymane przez Autorke wyniki mogg przystuzy¢ si¢ do szybszej diagnostyki grzybow patogennych oraz w
bardziej celnym doborze lekdw przeciwgrzybiczych co jest istotne, gdyz obserwuje si¢ narastanie wystgpowania

zakazen grzybiczych, tacznie ze wzrostem lekoopornosci.

Ocena poprawnosci struktury pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 139 stron i ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych.
Rozprawa rozpoczyna si¢ wykazem stosowanych skrotow, po nich nastgpuje Wstgp liczacy 20 stron, ktory
wprowadza czytelnika w zakres badan opisanych w rozprawie. Po Wstepie Doktorantka zamiescita Cele pracy, opis
Materiatéow i Metod (15 stron), Wyniki (41 stron), Dyskusje (26 stron), Wnioski, Streszczenia (po polsku i po
angielsku) oraz Bibliografie (230 pozycji). Praca ilustrowana jest 11 rysunkami, 7 wykresami i 13 tabelami.

Ocena merytoryczna rozprawy

We Wstepie teoretycznym omoéwione zostaly zagadnienia konieczne do zrozumienia celow rozprawy oraz logiki
wykonywanych badan. W przystepny i komunikatywny sposéb opisano znane do tej pory metody identyfikacji
gatunkowej grzybow Candida i dermatofitycznych, zagadnienia zwigzane z lekoopornos$cia, klasyczne i molekularne
metody okreslania profilu opornosci grzybéw Candida oraz potencjat antyoksydacyjny C. albicans i C glabrata.
Lektura Wstepu dokumentuje duza wiedze Autorki w przedmiocie rozprawy.

Cele pracy zostaly przedstawione w 4 punktach, sg one jasno sprecyzowane i zgodne z tematem rozprawy, choé¢
zabrakto w nich wzmianki o badaniach na grzybach dermatofitcznych, ktore sg opisane w pracy.

Materialy i metody zostaty opisane w dwoch podrozdzialach. W Materialach zostat opisany jedynie materiat
biologiczny uzyty w badaniach, autorka nie zamie$cita spisu odczynnikow, lekow przeciwgrzybiczych czy
sekwencji starterow. Wymienione sg one dopiero w poszczegdlnych metodach, co troch¢ utrudnia otrzymanie
klarownego pojecia o zastosowanych materiatach.

W metodzie opisujacej badanie aktywnosci transporterowej biatek przezblonowych metoda cytometryczng, uzyto
dioctan fluoresceiny, ktory wybrano na podstawie wynikéw uzyskanych przez Kotaczkowskiego i
wspotpracownikow, i opisanych w czasopismie Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Nalezy jednak wzia¢ pod
uwagg to, ze zespot Kotaczkowskiego pracowat na drozdzach Saccharomyces cerevisiae z wklonowanymi genami
kodujacymi transportery Cdrl i Cdr2 z Candida albicans. Jak pdzniej wykazano nie jest to dobry model badawczy,
gdyz drozdze piekarskie znacznie r6znig si¢ od drozdzakow patogennych cho¢by w procesach uzyskiwania energii,
co ma wptyw na pracg transporterow ABC. W Tabeli 4, ktora jest pokazana w wyzej wymienionej metodzie brakuje
informacji na jakich konkretnie szczepach zostaty przebadane leki uzyte potem do badania transportu przez btone.

Sa wymienione tylko gatunki Candida. W tej samej metodzie niektore stezenia IC50 lekéw zostaly wybrane na



podstawie danych literaturowych. Czy w literaturze zastosowano doktadnie te same szczepy, ktoérych potem uzywata
Autorka pracy?

Recenzentka jest réwniez ciekawa dlaczego aktywnos$¢ przeciwgrzybowa lekow oceniano dwiema metodami?
Autorka stwierdzita, ze wyniki uzyskane w obu metodach tylko w niewielkim stopniu si¢ pokrywaty, a do dalszych

testow wybrata wyniki uzyskane metodg mikrorozcienczen lub z danych literaturowych.

Rozdziat Wyniki to bardzo dobrze oceniane przeze mnie doswiadczenia jak i poprawne obserwacje i wnioski.
Autorka udowodnita, ze metodg HRM, uzyskujac i analizujac znormalizowane krzywe topnienia i piki krzywych
topnienia mozna okresli¢ przynalezno$¢ gatunkowa grzyboéw w sposob tani i szybki. Ponadto metoda HRM Autorka
zbadata polimorfizmy w genie ERGI11 i wykazata istnienie stalych wariantéw genu mogacych $wiadczy¢ o
oporno$ci lub wrazliwosci danego szczepu na antymykotyki. T cze$¢ pracy uwazam za bardzo cenng, mogaca si¢
przyczyni¢ do rozwoju danej dziedziny nauki.

Moje watpliwosci wzbudza natomiast stuszno$¢ zastosowania metody do pomiaru aktywnosci transporteréw ABC u
Candida, gdyz najwyrazniej metoda ta nie zadzialata tak jak si¢ spodziewano. Werapamil, ktory jak Autorka pracy
twierdzi, jest uznanym w literaturze inhibitorem transporterow Cdrl i Cdr2 nie zadziatal, podobnie jak to bylo
przedstawione w cytowanej w pracy publikacji Maesaki 1 wspotpracownikdéw. Rozsadne by byto w takiej sytuacji

zastosowac inny inhibitor, np. enniatyne A, zeby sprawdzi¢ prawidtowo$¢ zastosowanej metody.

Dyskusja jest oméwieniem znaczenia uzyskanych wynikow. Autorka umiejetnie konfrontuje uzyskane wyniki z
rezultatami przedstawionymi w literaturze naukowej. Rozdzial ten jest podsumowaniem catosci prac
doswiadczalnych i Autorka odwoluje si¢ do efektow doswiadczen opisanych w rozdziale Wyniki, uzupehia je o
analize 1 komentarze.

Zwracam jednak uwage, ze w pracy Szczepaniak 1 wspdlpracownikow opisano metode pomiaru aktywnosci
transporterow ABC w czasie rzeczywistym, w ktorej uzywano fluorymetru, a nie (jak Doktorantka napisata)
mikroskopu konfokalnego.

Ponadto wniosek jaki mozna przeczyta¢ na stronie 104 dysertacji: ,,oporno$¢ badanych na leki azolowe szczepow
opiera si¢ prawdopodobnie na innych mechanizmach niz aktywno$¢ transporteréw” jest wnioskiem nieprawdziwym,
gdyz wielokrotnie juz udowodniono i opisano w literaturze, ze jednym z mechanizmow opornosci na leki azolowe

jest wypompowywanie ich z komorek grzyba.

Czytajac rozdzial Wnioski mozna si¢ zorientowaé, ze odpowiadajg one na wyznaczone cele i znajdujg pokrycie w

przeprowadzonych eksperymentach i uzyskanych wynikach.



Bibliografia zawiera pozycje przedstawiajgce zagadnienia zwigzane z tematem pracy. Recenzent nic ma wigkszych
zastrzezen zwigzanych z doborem cytowanych prac. Jednak w spisie literatury zdarzyty si¢ pewne niekonsekwencje:
- w pozycjach 2, 16, 26 s3 wymienione cate imiona autorow, w odrdznieniu od reszty cytowanych pozycji, gdzie
stosowane sg inicjaty imion.

- w pozycji 33 pierwsza litera imienia jest przed nazwiskiem roOwniez inaczej niz jest to w pozostatych pracach

- w pozycji 139 brak jest autorow

- w pozycji 149 tytul publikacji jest przytoczony duzymi literami.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Rozprawa zostala napisana poprawnym jezykiem polskim. Nielicznie wystgpuja bledy, ktore potocznie nazywa sig¢
literéwkami. Na przyktad na str. 42 w tytule podrozdzialu powinno by¢ ,,homogenatow” jest ,,homogonetadw”, Na
stronie 26 jest mowa o genie czynnika transkrypcyjnego. Mimo cytowania odpowiedniej literatury, warto bytoby w
tekScie napisa¢ jakiego czynnika transkrypcyjnego. Rysunek 7 jest cytowany na stronie 53, podczas gdy sam
rysunek znajduje si¢ na stronie 52, znacznie ulatwia czytanie jesli rysunki, wykresy i tabele sg w tek$cie zaznaczone
przed nimi. Na stronie 74 biatka Cdrl i Cdr2 sg napisane duzymi literami, a tak si¢ opisuje u drozdzy geny a nie

bialka.

Podsumowanie recenzji

Rozprawa doktorska mgr Moniki Caban pt.: ,,Przewidywanie przynaleznosci gatunkowej grzybow patogennych i
fenotypu lekoopornosci oraz badanie mechanizmow jego modulacji w gatunkach Candida albicans i non-albicans”
stanowi oryginalne rozwigzanie problemow naukowych. Doktorantka w rozprawie wykazala si¢ znajomoscia swojej
tematyki badawczej, umiejg¢tnoscig interpretacji 1 wyciggania wnioskow z uzyskanych rezultatow. Wyniki otrzymane
przez Doktorantke otwieraja dalsze perspektywy badawcze i aplikacyjne, a przedtozona praca doktorska potwierdza
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawione przeze mnie uwagi i watpliwosci maja

charakter polemiczny i nie umniejszaja wartosci naukowej rozprawy. Moja recenzja jest jak najbardziej pozytywna.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, zZe przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi
ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Naukowej Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Eoédzkiego o dopuszczenie mgr Moniki Caban do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

/?ﬁwa %a;oﬂ /’“

Dr hab. Anna Krasowska



