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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Kuny pt. ,,Rola nieenzymatycznych potranslacyjnych
modyfikacji biatek w promowaniu chromosomowej niestabilnosci Candida albicans”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Macieja Wnuka

Chorobotworczo$¢ Candida albicans, jednego z wazniejszych patogenow ludzkich, jest
waznym i ztozonym zagadnieniem pod wzgledem naukowym i klinicznym. Do mechanizméw
chorobotworczosci nalezy adaptacja do zmian srodowiska, a w przypadku Candida albicans
istotne sg zmiany chromosomowe, czyli plastycznos¢ genomowa. Uwaza si¢, ze w przypadku
tego patogenu zmiennos¢ chromosomowa jest odpowiedzialna za opornos¢ na leki grzybobojcze,
dlatego poznanie molekularnych mechanizméw lekoopornosci, jest tak wazne przy
poszukiwaniu nowych terapii przeciwgrzybiczych. Mimo licznych badan, prace nad lekami i
szczepionkami przeciw C. albicans wcigz stawiaja nowe pytania wymagajace rozwigzania,
dlatego podjety przez doktorantke temat niestabilnosci chromosomowej Candida albicans z
mozliwym udzialem nieenzymatycznych potranslacyjnych modyfikacji bialek jest aktualny,
wazny z punktu widzenia biochemicznego i biomedycznego i w pelni uzasadniony. Praca
dotyczy badania szeregu takich modyfikacji bialek w warunkach stresogennych wptywajacych
na zmienno$¢ chromosomowa. Wyniki poszerzajag wiedze nad mechanizmami lekoopornosci,
majg znaczenie podstawowe i pozwolg na zastosowania praktyczne tej wiedzy w poszukiwaniu
celéw terapeutycznych. Uktad pracy jest typowy dla rozprawy doktorskiej, zawiera 168 stron
maszynopisu, wstep jest poprzedzony streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, wykazem
skrotdw, nastepnie okreslono cel pracy, po czym nastepuje spis uzytych materiatéw i metod, opis
wynikow, ich dyskusje i spis cyiowanezo pisSmiennictwa. Praca zawiera 47 rysunkdéw, 11 tabel i
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charakterystyke cech gemetycznych i fenotypowych Candida albicans, autorka opisuje cykl
zyciowy komérek tych drozdzakéw, ich gldéwne mechanizmy odpowiedzialne za lekoopornos¢
na azole, mechanizmy utraty homeostazy w wyniku nieenzymatycznych potranslacyjnych
modyfikacji biatek. Osobno opisuje nieenzymatyczng karbonylacje biatek, ich glikacje, produkty
zaawansowanego utleniania bialex i nieenzymatycznej nitracji, czy chlorowania biatek.
Interesujgca jest informacja podana przez autorkg¢ na temat enolazy bedacej gtdownym celem
glikacji u drozdzy. Jest to biatko ktére poza aktywnoscia enzymatyczng posiada wiele innych
funkcji, w tym jako alergen u niektérych grzybow, interesujacym jest pytanie czy alergizujace
wilasciwosci moze mie¢ drozdzowa enolaza zmodyfikowana nieenzymatycznie. Celem pracy
byto zweryfikowanie hipotezy wedtug ktorej zmiany chromosomowe u C. albicans wiaza si¢ z
gromadzeniem nieenzymatycznie zmodyfikowanych biatek pod wpltywem czynnikéw egzo- i
endogennych. Sposobem rozwigzania postawionego zadania byta analiza zmiennosci
fenotypowej, chromosomowej, zmian biochemicznych, genetycznych zachodzacych podczas
hodowli dtugoterminowej komoérek C. albicans o réznym stopniu ploidalnosci, uszkodzen DNA,
nieenzymatycznych modyfikacji biatlek oraz obecnosci induktoréw stresu komorkowego.
Zastosowano bogaty zestaw metod dla realizacji zadan, opisano odczynniki, przeciwciata i
koniugaty, zestawy testowe, materialty do hodowli komoérek i pozywki pochodzenia
komercyjnego. Autorka analizowe'a biatka metoda elektroforezy SDS-PAGE, oddziatywania z
przeciwciatami oznaczata metoda immunoblotingu, takze analiz¢ glikozylacji i poziomu AGE.
Oceniata wrazliwo$¢ komorek na czynniki stresogenne, oznaczata biatko, glikogen, proliferacje
komorek, otrzymywata histony, DNA, RNA, stosowata odpowiednie zestawy odczynnikéw do
oceny zywotnosci komorek, lekowrazliwosci, oznaczania grup karbonylowych biatek, 8-
hydroksy-2’deoksyguanozyny jako markera uszkodzenia DNA, testy do analizy metylacji RNA,
kilka wariantéw testu kometkowego do analizy uszkodzen DNA, do tego celu tez metode
TUNEL, elektroforetyczny rozdzial chromosomoéw, fluorescencyjna hybrydyzcj¢ technika FISH.
W cytometrze przeptywowym przeprowadzita analiz¢ cyklu komoérkowego, na koncu
przeprowadzila analizg statystyczng wynikéw. Doswiadczenia prowadzono z uzyciem komorek
C. albicans haploidalnego szczepu 302, diploidalnych szczepéw T2, T6 opornego na azole,
ATCC14053, dzikiego szczepu SC5314, oraz tetraploidu T15, z ktérych 2 byly szczepami
referencyjnymi (ATCC14053 i SC5314), a pozostate klinicznymi. Dokumentacja wynikéw nie
budzi zastrzezen, jest starannie opracowana, na uwagg zashuguje przejrzysty sposob prezentacji
wynikow i wprowadzanie do poszczegdinych etapéw ich omawiania. Autorka opracowata
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celem badania zmiennosci miedzykomdrkowej na poziomie pojedynczej komodrki. Metoda ma
przewage nad innymi technikami, gdyz pozwala analizowa¢ zmiany chromosomowe mig¢dzy
komorkami bez izolacji DNA z masy komoérkowej. Charakterystyka genetyczna wykazata
zmienno$¢ wzordw kariotypdw i zawartosci DNA w jadrze komorkowym C. albicans. Przy
pomocy kilku doswiadczen wykazata rézng zdolnos¢ gromadzenia potranslacyjnych
nieenzymatycznych modyfikacji bialek, jak karbonylacji, glikacji, nitracji, chlorowania, ponadto
zalezng od pioidalnosci zmiennos¢ zaburzen genomowych takich jak chromosomowych, peknie¢
DNA, tworzenia intermediat replikacyjnych. Czgstos¢ zmian chromosomowych i modyfikacji
nieenzymatycznych, zmian jadrowego DNA, moze si¢ zmienia¢ w czasie hodowli z wiekiem
chronologicznym komorek i w zaleznosci od czynnika stresogennego. Uszkodzenia DNA i
biatek indukujg zmienno$¢ migdzykomérkows, co wptywa na potencjat adaptacyjny komorek w
warunkach stresu, w tym lekoopornos¢. Komorki stare sa bardziej podatne na kumulowanie
uszkodzen, réwniez zaleznie od egzogennych stresogendw. Interesujacym wynikiem jest
zaobserwowana opornos¢ na azole komorek szczepu 302 potraktowanych uprzednio przez
czynnik glikujacy MGO (metyloglioksal).

W dyskusji autorka bardzo dobrze przeprowadzita analize wynikéw, ktore byly
potwierdzane kilkoma sposobami. Ta czg$¢ pracy réwniez jest napisana przejrzyscie,
zagadnienia sg podzielone na podrozdziaty tematyczne. Interesujaca dyskusj¢ przeprowadzono
na temat glikozylacji, gdyz uzywano do jej wykrycia przeciwciata monoklonalnego IgM any-O-
GlecNAc z zestawu handlowego. Istotnie, przeciwciata monoklonalne charakteryzuja si¢ unikalng
specyficznoscia i moga nie odroznia¢ from anomerycznych GIcNAc. Autorka wysnuwa
wniosek, ze komorki C. albicans vzraczajace si¢ wysoka zmiennoscig genetyczng s3
heterogenng populacjg odnosnie zmian chromosomowych, posiadaja duza zdolnos¢ gromadzenia
nieenzymatycznych modyfikacji biatek, ktére prowadza do przejsciowej utraty stabilnosci
genetycznej prowadzacej z kolei do heterogenizacji populacji komorek. Autorka stawia teze, ze
to zréznicowanie chromosomowe populacji komorek decyduje o przetrwaniu komorek C.
albicans podczas niekorzystnych warunkow i starzenia populacji komoérek.

Nie mam uwag krytycznych do pracy, btedy literowe sag nieliczne, tytut jest zgodny z
trescig pracy. Pod wzgledem formy wszystkie czgsci pracy sa przejrzyscie napisane.
Zauwazylem jedynie kilka drobniejszych niescistosci, ktore warto zaznaczy¢, mianowicie o ile
wiele metod opiera si¢ w pracy na gotowych zestawach odczynnikowych, czy wilasnych
opracowanych metodach, to jednak brak pismiennictwa do kilku metod. W tekscie uzywano
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str. 81. Daje si¢ zauwazy¢ szereg zargonowych sformutowan, jak pelet zamiast osad, kit zamiast
zestaw, molekuty zamiast czasteczki, eppendorfy zamiast probowki typu Eppendorf. Na str. 21
zamiast ...gatunek Candida... powinno byé¢ ...rodzaj Candida. Czy na rysunku 20 zawarto$¢
DNA mozna pokaza¢ ilosciowo, poza tym graficznym przedstawieniem, co poprawitoby
czytelno$é tych danych. Stabo widoczne sa tez wykresy na rysunku 31C. Zdanie ...GlcNAc
moze modyfikowa¢ przyjemniej dwa szlaki sygnalizacji... na str. 135 moze stanowi¢ propozycje
wprowadzenia terminu enzymatycznej reakcji przyjemnej. Uwagi powyzsze nie umniejszajg
wartosci pracy, ale mogg by¢ pomocne w redagowaniu manuskryptu.

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, badania zostaly prawidtowo
zaplanowane i zrealizowane, praca wnosi oryginalny wkiad do wiedzy o mechanizmach
lekoopornosci Candida albicans, stanowi podstawe do dalszych badan. Wyniki autorki wskazuja
na konieczno$¢ noWego podejécia, rmianowicie kombinowanej terapii lekami z grupy azoli i
senolitykow usuwajacych komorki stare. Wykazata niekorzystne stosowanie nadmiaru zwigzkow
powierzchniowo czynnych cytostatykoéw promujacych zmienncéé miedzykomoérkowa. Autorka
uzyskata bardzo dobre wyniki dzieki zastosowaniu nowoczesnych metod i duzego wktadu pracy,
co dowodzi bardzo dobrego opanowania warsztatu badawczego. Autorka wykazala si¢
znajomoscia wlasciwie wykorzystanego piSmiennictwa, na uwage zashuguje bardzo dobre
opanowanie metod badan mikrobiologicznych, biochemicznych, immunochemicznych i
genomicznych.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Eweliny Anny Kuny zawiera oryginalny materiat
do$wiadczalny, spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.). Dlatego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej o przyjecie tej pracy doktorskiej i
dopuszczenie mgr Eweliny Anny Kuny do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Pozwalam sobie rowniez ztozyé Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie tej pracy ze
wzgledu na duzg warto$¢ merytoryczna i bardzo dobre wykonanie czgsci do$wiadczalnej oraz
napisanie catej rozprawy.
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