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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Eweliny Anny Kuny
pod tytulem

»Rola nieenzymatycznych potranslacyjnych modyfikacji bialek w promowaniu
chromosomowej niestabilno$ci Candida albicans”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Anny Kuny pod tytulem
»Rola  nieenzymatycznych potranslacyjnych modyfikacji biateck w promowaniu
chromosomowej niestabilnosci Candida albicans” zostata wykonana pod promotorstwem
dr hab. Macieja Wnuka, profesora Uniwersytetu Rzeszowskiego. Promotorem pomocniczym
ninigjszej rozprawy doktorskiej jest dr Leszek Potocki, réwniez z Uniwersytetu
Rzeszowskiego.

Candida albicans jest oportunistycznym patogenem o szerokim zakresie inwazyjnosci.
Powoduje tagodne zakazenia powierzchniowe oraz zagrazajace zyciu zakazenia ukladowe,
ktére powigzane sg z uposledzeniem funkcji ukladu immunologicznego, m.in. u pacjentow
zarazonych HIV/AIDS, czy tez podczas terapii przeciwnowotworowej. Czesto leczenie nie
przynosi spodziewanego efektu, dlatego weiaz poszukiwane sg nowe leki i ich kombinacje
majace na celu zwigkszenie efektywnosci terapii. Stad, poznanie molekularnych mechanizmow
odpowiedzialnych za lekoopornos¢ szczepow Candida albicans ma kluczowe znaczenie z
poznawczego i praktycznego punktu widzenia. Z wyzej wymienionych powodéw wybdr tego
tematu badan przez Doktorantk¢ uwazam za bardzo trafny i cenny.

Rozprawa doktorska mgr Eweliny Anny Kuny liczy 168 numerowanych stron i posiada typowy
ukfad dla rozprawy doktorskiej. Rozprawa doktorska zostala podzielona na nastepujace
rozdziaty: 1. Wstep, II. Hipoteza Badawcza i Cel Pracy, III. Materialy i Metody, IV. Wyniki,
V. Dyskusja, VI. Wnioski oraz VII. Pi$miennictwo. Tekst pracy poprzedzony jest spisem tresci,
wykazami zastosowanych skrétow, oraz streszczeniami w jezyku polskim oraz angielskim.




Bibliografia obejmuje 286 pozycji literaturowych. Rozprawa doktorska jest ilustrowana przez
47 rycini 11 tabel. Niestety, zabraklo jednak spisu rycin oraz tabel.

We Wstepie liczagcym 35 stron Doktorantka logicznie oraz konsekwentnie wprowadza
czytelnika w zagadnienia poruszane w niniejszej rozprawie doktorskiej. Charakteryzuje cechy
genetyczne i fenotypowe gatunku Candida albicans. Kolejno, Autorka omawia gléwne
mechanizmy odpowiedzialne za lekoopornosé komérek Candida albicans na azole.
Doktorantka  przedstawia réwniez mechanizmy utraty proteostazy w  wyniku
nieenzymatycznych potranslacyjnych modyfikacji bialek, skupiajac si¢ na nieenzymatycznej
potranslacyjnej karbonylacji, glikacji, nitracji oraz chlorowaniu bialek. W ostatnim punkcie
charakteryzuje natomiast mechanizmy starzenia si¢ komoérek drozdzy.

Przy tej czesei rozprawy doktorskiej prosze Doktorantke o doprecyzowanie i wyjasnienie kilku
kwestii:

 Na stronie 30, Doktorantka pisze ,,Inng reakcjq istotng z punktu widzenia biologicznego
Jjest reakcja z anionorodnikiem ponadtlenkowym, prowadzgca do powstania
nadtlenoazotynu: *NO + 0:* — ONOO, ktéry moze uczestniczyé m.in. w generacji
nitrofyrozyny”. W tym miejscu prosz¢ o doprecyzowanie jakie reaktywne formy
azotu/wolne rodniki odpowiedzialne sg za powstawanie 3-nitrotyrozyny w komérkach.

¢ Kolejno, na stronie 31, (...) ,,badania wykonane na S.cerevisiae wskazujq na mozliwosé
endogennej produkcji NO z argininy przy udziale flawoproteiny Tahl8 [196].
Zaproponowany mechanizm, moze mie¢ réwniez odniesienie do drozdzy C. albicans, gdyz
w genomie tego gatunku réwniez zidentyfikowano gen TAHIS8 [178] . Prosze o rozwinigcie
opisu potencjalnych mechanizméw wewnatrzkomdrkowej generacji tlenku azotu w
komorkach drozdzy.

Nalezy podkresli¢, ze informacje we ,,Wstgpie™ sa przedstawione w sposob niezwykle
klarowny ulatwiajgc czytelnikowi zrozumienie tematyki bada Doktorantki. Tre$é tego
rozdzialu wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne i znajomosé tematu obszaru
badan. Omawiane zagadnienia zostaly zobrazowane przez 12 rycin oraz 2 tabele.

Nastepstwem powyzszego rozdziatu sa postawione przez Doktorantke hipoteza badawcza i cel
pracy. Doktorantka postawila sobie cztery szczegdtowe cele badawcze:

1. Analiza zwigzku zmiennosci fenotypowej oraz chromosomowej Candida albicans.

2. Charakterystyka zmian genetycznych, biochemicznych oraz fenotypowych zachodzgcych
podczas procesu hodowli dlugoterminowej komdrek Candida albicans o réznym stopniu
ploidalnosci DNA.




3. Ocena zaleznosci pomiedzy poziomem nieenzymatycznych potranslacyjnych modyfikacji
bialek: karbonylacjq, glikacjq, nitracjg, chlorowaniem, a zmianami chromosomowymi,
uszkodzeniami DNA oraz ploidalnosciq DNA komorek Candida albicans poddanych
dlugoterminowej hodowli bez i w obecnosci induktoréw stresu komdrkowego.

4. Analiza lekowrazliwosci komérek Candida albicans poddanych diugoterminowej hodowli
bez i w obecnosci induktorow stresu komérkowego.

Zarbwno hipoteza badawcza, jak i cele pracy zostaly sformutowane jednoznacznie i
odzwierciedlaja postawione przez Doktorantke zadania do wykonania w ramach
zaplanowanych badan.

Rozdziat ,Materialy i Metody” jest napisany przejrzyscie i starannie. Doktorantka doktadnie
opisata uzyte materialy, wiaczajgc dostgpne zestawy komercyjne, aparaturg oraz wykorzystane
oprogramowania. Nastepnie, przedstawila material badawczy oraz czytelnie opisala
zastosowane uklady badawcze. Nalezy podkresli¢, ze do badari wykorzystane zostaly szczepy
kliniczne Candida albicans, co niewatpliwie zwieksza potencjal kliniczny recenzowanej
rozprawy doktorskiej. Ponadto, aby odzwierciedli¢ warunki, ktére moga wystepowaé in vivo
podczas infekcji grzybicznych, Doktorantka zastosowata uklad starzenia chronologicznego i
zwigzki stresogenne, takie jak: flukonazol, metyloglioksal, nadtlenek wodoru, podchloryn
sodu, donor tlenku azotu.

W rozdziale ,,Materialy i Metody” zawarto opis nastgpujacych procedur badawczych: hodowla
komorek Candida albicans, wyznaczanie 1C50, analiza morfologiczna, ocena wrazliwosci na
czynniki stresogenne, analiza poziomu bialek, analiza glikozylcji, ocena koncowych
zaawansowanych produktow glikacji, ocena zdolno$ci bialek do tworzenia agregatow, analiza
markeréw uszkodzen oksydacyjnych (tj. ocena poziomu grup karbonylowych w biatkach,
pomiar produkcji reaktywnych form tlenu i anionorodnika ponadtlenkowego, pomiar
oksydacyjnych uszkodzei DNA), elektroforeza w zmiennym polu pulsacyjnym,
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ sond specyficznych do chromosoméw Candida albicans,
analiza ilosci DNA w jadrze komoérkowym, analiza metylacji DNA, test kometowy
pojedynczych chromosoméw, test kometowy, analiza uszkodzen DNA metods TUNEL,
analiza zawartosci glikogenu, ocena tempa proliferacji, ocena zywotnosci komérek, test na
lekowrazliwos¢, analiza komérek w cytometrze przeptywowym, analiza statystyczna oraz
analiza klastrowania hierarchicznego.

Podsumowujgc, rozdzial ten w sposéb  skrupulatny i wyczerpujacy opisuje calo$é
zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentéw, pozwalajac na odtworzenie warunkow i
weryfikacje uzyskanych wynikéw przez innych badaczy. Zdaniem recenzenta wybor oraz
zastosowanie tak szerokiego wachlarza metod i technik badawczych z dziedzin genetyki,
biologii molekularnej, biologii komdrki oraz biochemii jest imponujacy i $wiadczy o ogromie




poswigconej pracy oraz bardzo duzym potencjale naukowym Doktorantki. Jedyna moja uwaga
do tej czgsci jest niejednolite nazewnictwo poszezegolnych podpunktow czesci metodyczne;
np. podpunkty ,,(...) 2.3 Wyznaczanie IC50, 2.4 Hodowla komdrek Candida albicans, 2.7
Analiza poziomu bialek (...)", podczas gdy w podpunktach - ,(...) 2.5 Morfologia komorek,
2.6 Wrazliwosé¢ na czynniki stresogenne, 2.8 Glikozylacja (...)". Zdaniem recenzenta warto
ujednolici¢ nazewnictwo poszczegdlnych podpunktéw i zmieni¢ ich nazwe np. na
odpowiednio: Analiza morfologii komérek, Ocena wrazliwosci na czynniki stresogenne, czy
tez Analiza glikozylacji.

Kolejng czgscig przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej jest rozdziat ,,Wyniki”.
Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki badan przedstawione zostaly na 55 stronach i
zobrazowane przez 33 ryciny. Rozdzial ,,Wyniki” zostal podzielony na 5 gléwnych punktow
dotyczacych kolejno: ,,Charakterystyki zmiennosci fenotypowej oraz chromosomowej
wybranych szczepow gatunku Candida albicans” (1); ,,Charakterystyki zdolnosci kumulowania
nieenzymatycznych modyfikacji bialek przez wybrane szczepy Candida albicans podczas
dlugoterminowej hodowli komérek w fazie stacjonarnej ™ (2); ,,Oceny stabilnosci genetycznej
szczepow Candida albicans w dlugoterminowych hodowlach komorek w fazie stacjonarnej”
(3): .. Charakierysiyki zmiennosci fenotypowej szczepow podezas dlugoterminowej hodowli
komdrek w fazie stacjonarnej” (4) oraz ,,Analizy klastrowania hierarchicznego — integracji
danych eksperymentalnych” (5).

W pierwszym punkcie rozdziatu ,, Wyniki” Doktorantka charakteryzuje zmiennos¢ morfologii
komérek poszczegolnych szczepow Candida albicans oraz przedstawia ich wrazliwosé na
wybrane czynniki stresogenne. Przedstawiona jest réwniez zréznicowana wrazliwosé
poszezegolnych szczepdbw Candida albicans na flukonazol, lek pierwszego rzutu w infekcjach
grzybiczych. Przy tym punkcie brakuje mi jednak tabelarycznego podsumowania otrzymanych
wartosci 1Cso dla poszczegdlnych szczepéw Candida albicans, to znacznie ulatwiloby
interpretacj¢ wynikow przez recenzenta. W kolejnym etapie badanh Doktorantka wykazala
wysoka zmienno$¢ szczepéw Candida albicans pod wzgledem liczby i wielkoscei
chromosomow obserwowang na poziomie migdzypopulacyjnym oraz miedzykomérkowym, a
takze ich niestabilno$¢ genomows. Ze wzgledu na fakt, iz aberracjom chromosomowym
towarzyszy  stres  komérkowy  jako  konsekwencja  zaburzenia  homeostazy
wewnatrzkomorkowej, Doktorantka kolejno skupila si¢ na regulacji markeréw utraty
komorkowej homeostazy, {j. na poziomie nieenzymatycznych modyfikacji biatkowych typu
karbonylacji oraz nitracji. Co ciekawe, we wszystkich badanych szczepach Candida albicans
wykazano zwigkszong zdolno$¢ do kumulowania karbonylowanych biatek, jak réwniez
3-nitrotyrozyny, w poréwnaniu do szczepu referencyjnego (SC5314). Otrzymane wyniki
Doktorantka poréwnata z endogennym poziomem reaktywnych form tlenu. Podczas analizy
tego punktu nasunefo mi sig kilka uwag: 3-nitrotyrozyna stanowi swoisty ,,odcisk palca” dla
reaktywnych form azotu, dlatego, zdaniem recenzenta warto byloby zbadaé endogenny poziom




reaktywnych form azotu, takich jak tlenek azotu oraz pochodne — dwutlenek azotu,
nadtlenoazotyn, w poszczegolnych szczepach Candida albicans, jak réwniez zanalizowaé
wplyw czynnikow stresogennych wykorzystanych przez Doktorantke w swoich badaniach na
pulg stresu nitro-oksydacyjnego. Bylabym wdzigczna za wyjasnienie jakich metod/technik
badawczych Doktorantka uzylaby w tym celu. Moja drobna uwaga dotyczy réwniez ryciny nr
23C. Doktorantka nie wskazala jaki prazek na przedstawionej analizie Western blot odpowiada
3-nitrotyrozynie oraz jaka jest jej masa molekularna.

W kolejnej czesci pracy Doktorantka postanowita scharakteryzowaé zdolnosei kumulowania
nieenzymatycznych modyfikacji biatek przez wybrane szczepy Candida albicans podczas
dlugoterminowej hodowli komorek w fazie stacjonarnej. Nalezy podkreslié trafny wybér
modelu eksperymentalnego, ktory nasladuje mikro-srodowisko obecne w organizmie podczas
infekeji grzybiczych. Istotne §wiatto na potencjat kliniczny pracy rzuca dodatkowo fakt, iz
flukonazol znaczgco obnizat pule 3-nitrotyrozyny w badanych modelach eksperymentalnych.
Tym bardziej cenne byloby scharakteryzowanie zmian poziomu stresu nitro-oksydacyjnego
jako istotnego czynnika w infekcjach Candida albicans.

Doktorantka podjeta si¢ réwniez zbadania zmian poziomu agregatéow bialkowych oraz
konicowych produktéw glikacji oraz glikozydacji ekstraktéw biatkowych otrzymanych ze
szczepow Candida albicans réznigeych iloscig DNA. Na stronie 85 rozprawy doktorskiej,
Doktorantka pisze: ,Nalezy jednak zaznaczyé, e wykorzystany do badan zestaw byl
dedykowany do oznaczenia N-acetyloglukozaminy za pomocg przeciwcial. W zwigzku z czym
nalezy uwzgledni¢ mozliwe ograniczenia procedury niepozwalajgce na rozréznienie czy reszta
N-acetyloglukozaminy przylgczona jest wigzaniem o czy f [283].” Nalezy docenié, ze
Doktorantka krytycznie wskazuje ograniczenia uzytych przez siebie metod, co $wiadczy o jej
dojrzato$ci naukowej. Ostatnim podpunktem w tej czesci eksperymentalnej byla ocena
odpowiedzi adaptacyjnej komoérek w oparciu o poziom dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1)
oraz jednego z najwazniejszych bialek szoku termicznego, Hsp70. W tym miejscu mam prosbe
do Doktorantki o wytlumaczenie wyboru tych dwoéch bio-markeréw. Czy Doktorantka
dokonujac wyboru brata réwniez pod uwage ich lokalizacje wewnatrzkomérkowa?

‘W nastepnych etapach badan Doktorantka ocenita stabilno$¢ genetyczng Candida albicans w
dhugoterminowych hodowlach komoérek w fazie stacjonamej. Autorka pracy wykazata, iz
podczas wybranych warunkow eksperymentalnych dochodzi do utraty integralnosci DNA
pojedynczych chromosoméw oraz indukceji podwéjnych peknie¢ DNA w komérkach Candida
albicans zaleznie od uzytych czynnikow stresogennych. Co wazne, wykazano, iz w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA w komoérkach Candida albicans w zastosowanych modelach
eksperymentalnych bierze udzial dimetylacja histonu H3 oraz metylacja N®adenozyny RNA.

Kolejno, Doktorantka scharakteryzowata zmiennos¢ fenotypows szczepdéw Candida albicans
podczas dlugoterminowej hodowli komérek w fazie stacjonarnej. W ostatnim etapie badari




wykonata analiz¢ klastrowania hierarchicznego otrzymanych danych eksperymentalnych dla
kazdego z badanych szczepow Candida albicans.

W liczacej 21 stron Dyskusji Doktorantka krytycznie analizuje wyniki swoich badan i
konfrontuje je z dostepnymi danymi literaturowymi. Dyskusja jest dojrzala i zostata
opracowana Ww sposob wyczerpujacy. Rozdziat ten w sposob adekwatny i logiczny
odzwierciedla kontekst badan i potwierdza duzg znajomo§¢ problematyki roli
nieenzymatycznych potranslacyjnych modyfikacji bialek w promowaniu chromosomowe;j
niestabilnosci Candida albicans. Nalezy zwroci¢ uwage, ze Doktorantka zaznacza w
odpowiednich miejscach nowatorskie aspekty swoich badan oraz przewage technologiczng
zastosowanych przez Nig narzedzi badawezych.

Rozprawe doktorska Doktorantka koriczy 6 wnioskami. Nalezy podkresli¢, ze wysuniete
wnioski sg odpowiedzig na cele szczegdlowe pracy.

W swojej pracy doktorskiej Doktorantka nie ustrzegta si¢ jednak pewnych bledéw edytorskich
np. niekonsekwencja uzytych skrétow. Ponadto, kolejnos¢ numeracji referencji w tekécie nie
jest chronologiczna poczgwszy od ,,Wstgpu”. Te uwagi jednak nie umniejszaja bardzo wysokiej
wartosci naukowej rozprawy doktorskiej.

Whiosek koficowy

Podsumowujac, zaréwno merytoryczna jak i metodyczna strona rozprawy doktorskiej
zastuguje na uznanie. Sugestie recenzenta wskazane w poszczegélnych czesciach recenzji,
pozostawiam Doktorantce do rozwazenia przy ewentualnej publikacji wynikéw badan.
Jednoczesnie zaznaczam, iz moje uwagi nie umniejszaja wartosci poznawczej oraz klinicznej
niniejszej rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Anny Kuny pod tytutem ,,Rola nieenzymatycznych
potranslacyjnych modyfikacji bialek w promowaniu chromosomowej niestabilnosci Candida
albicans” spelnia w pelni wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam si¢
zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii
Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Anny Kuny do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, uwzgledniajgc warsztat badawcezy, warto$ci poznaweze i potencjat kliniczny dociekan
naukowych, wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Anny Kuny.

Hﬁrﬂﬂ\w& foeska oulonska.
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