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RECENZJA

pracy doktorskiej pani mgr Joanny Szczepaniak pt.: ,,Wplyw wybranych czynnikow na
aktywnos¢ transporterow ABC Candida albicans”.

Celem pracy bylo opracowanie metody pomiaru aktywnosci transporteréw ABC w
czasie rzeczywistym i zbadanie aktywnosci transporteréw w czasié wzrostu Candida. Celem
bylo takze okreslenie wptywu cukrow na aktywnos¢ transporteréw ABC i okreslenie
mechanizmu tego wplywu na poziomie ekspresji genéw kodujacych transportery i na
poziomie biatka.

Nastgpnymi celami bylo zbadanie wplywu inhibitoréw na aktywno$¢ transporterow stosujac

znany inhibitor oraz szereg zwigzkéw styrylochinolinowych w skojarzonym dziataniu z
1

Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa tel. +48 22 592 12 09 e-mail jsk@ibb.waw.pl



flukonazolem. Zbadano takze wptyw potencjalnych inhibitorow na poziom biatka Cdrlp oraz

okreslono zaleznos¢ sily dziatania od struktury tych zwigzkow.

We wstepie Doktorantka opisata sposoby leczenia grzybic, stosowane leki oraz
mechanizm ich dziatania. Zwrocila uwage na mechanizmy powstawania opornosci na
poszczegblne grupy lekéw. Opisata mechanizmy modyfikacji celu dziatania lekéw jak
mutacje genow czy posttranslacyjne modyfikacje. Najlepiej zbadanym przyktadem mutacji w
genach kodujgcych cele dla lekow przeciwgrzybowych jest biatko Ergl1p biorace udziat w
syntezie ergosterolu i bedace celem dziatania lekéw azolowych, dla ktorego zidentyfikowano
ponad 140 mutacji. Mutacje dotycza miejsc wigzania substratu lub inhibitora. Zmniejszenie
ilosci ergosterolu w blonach ostabia dziatanie innej grupy lekéw, lekow polienowych do
ktérych nalezy amfoterycyna B. Zanotowano tez szereg mutacji w genie FKSI kodujagcym
syntazg¢ B-1,3 glukanu cel dziatania echinokandyny.

Doktorantka wskazala na istotny mechanizm powstawania opornosci na leki jakim jest
aktywne usuwanie leku z komoérki przez transportery typu ABC, (Cdrlp i Cdr2p) i typu MFS
(Mdrlp). Nastepnie skupita si¢ na szczegétowym opisie transporterow ABC, ich budowy i
wagi poszczego6lnych domen bezposrednio dla funkcji wyrzucania antybiotykow z komarki a
takze dla aktywnosci ATP-azowej. Pokazala mechanizm dziatania transporteréw ABC
skonstruowany w oparciu o badania krystalograficzne oraz o badania mutantéw niosgcych
zmiany w sekwencjach transporteréw. Poniewaz brak krystalicznej struktury grzybowych
transporteréw ABC, dalsze badania oparta na komputerowej predykcji wiasciwosci

~ potencjalnych inhibitoréw. W ten spos6b okreslita cechy jakimi powinien charakteryzowaé
si¢ inhibitor takie jak grupy funkcyjne wystepujace w konkretnej odleglosci od siebie,
powierzchnie polarne i hydrofobowe, geometria czasteczki i jej wielkos¢.

Doktorantka opisata regulacje ekspresji gendw kodujacych transportery, zwracajac uwage na
sekwencje promotorow odpowiedzialne za konstytutywna ekspresje, elementy biorace udziat
w obnizaniu ekspresji, elementy odpowiedzi na hormony sterydowe i elementy DRE (Drug
Response Element) odpowiedzialne za regulacj¢ ekspresji w odpowiedzi na leki. Te ostatnie
zostaly opisane bardziej szczegétowo.

Doktorantka zwrécita tez uwagg na inne czynniki regulujace aktywnos¢ transporteréw ABC
takie jak fosforylacja i zwiekszenie czasu péttrwania mRNA. Wskazala sposoby
przezwyciezenia opornosci na poziomie transporteréw i opisata inhibitory i modulatory

obecnie stosowane lub badane. Przyznata, ze cho¢ badania nad lekami przeciwgrzybowymi sg
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szeroko zakrojone jednak istotne jest opracowywanie nowych terapii i poznawanie
mechanizméw dziatania lekow stosowanych do tej pory i nowoopracowywanych oraz

szczegbdlowe poznanie mechanizméw opornosci na leki.

Doktorantka postawila sobie cele majace doprowadzi¢ do poznania wptywu
wybranych czynnikow na aktywnos¢ transporterow ABC u C. albicans.
- Opracowata metod¢ pomiaru aktywnosci transporterow ABC z wykorzystaniem
fluorescencyjnej sondy diS-Cs (3) umozliwiajacej rozpoznanie ilosci sondy wolnej i
zwigzanej w komorce po diugosci fali emitowanej fluorescencji.
- Skonstruowata szczep C. albicans z biatkiem Cdrlp wyznakowanym fluorescencyjnym
znacznikiem GFP, ktore postuzyto do badania wptywu zwigzkow styrylochinolinowych na
lokalizacje Cdrlp w komorce.
- Skonstruowata szczep z delecjg trzech transporterow Cdrlp, Cdr2p i Mdrlp oraz mutanty z
pojedynczymi i podwojnymi delecjami.
- Sprawdzita intensywno$¢ usuwania sondy z komoérek szczep6w zmutowanych.
- Wyeliminowala transporter Mdr1p jako nie bioragcy udzialu w usuwaniu sondy
- Zbadata poziom ATP w komorkach jako istotny dla transporterow wymagajacych energii z
ATP do aktywnosci.
- Zbadata wptyw glukozy na poziom ATP w komorce i na aktywacjg transporter6w na
poziomie transkrypcji i stgzenia bialek w komorce
- Zbadata wplyw innych cukréw na aktywnos¢ transporteréw oraz na opornos¢ Candida na
flukonazol.
- Zbadata wplyw kilkunastu zwiazkow strylochinolinowych na aktywnos¢ transporterow ABC

Najwazniejszymi wynikami otrzymanymi przez Doktorantkg jest
pokazanie, ze Cdr2p preferencyjnie usuwa substrat diS-Cs(3) z komorki, i ze intensywnos¢
wyrzutu sondy zalezy od fazy wzrostu
- usuniecie genu CDR2 nie podnosi transkrypcji genu CDR/ i dopiero dodanie glukozy
aktywuje transkrypcje
- pokazata réznice w aktywnosci transporteréw Cdrlp i Cdr2p pod wplywem glukozy
- stwierdzita zwickszenie aktywnosci Cdrlp pod wptywem mannozy
- stwierdzita, e niekompetycyjny inhibitor Cdrlp, enniatyna hamowat wyrzut sondy diS-

C5(3) z komorek a nie hamowaty go leki azolowe znane substraty transporterow ABC
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- inny zwigzek z tej grupy, beauwerycyna hamowatl oba transportery Cdrlp i Cdr2p

Doktorantka przebadata tez grupe 12 zwiazkoéw styrylochinolinowych pod katem
hamowania obu transporteréw. Dziatanie hamujace aktywnos$¢ transporterdw powigzatla z
budowg strukturalng badanych zwigzkéw. Najwyzsza aktywnos¢ przeciwgrzybicza wykazaty
zwiazki posiadajace dwie grupy hydroksylowe. Zwigzki rozgal¢zione zwigkszaly ilos¢ biatka
Cdrlp. Trzy zwiazki okazaly si¢ substratami dla Cdrlp a dziewige¢ uwrazliwiato komorki
Candida na flukonazol. Zwigzek WK86B wykazywal specyficznos¢ tylko wobec transportera
Cdr2p. Trzy z badanych zwigzkéw zostaly wyeliminowane z dalszych badan poniewaz
wykazywaly fluorescencje i wigzaly si¢ do blony komdrkowe;.
Badanie zmian w lokalizacji Cdr1pGFP pod wptywem badanych zwigzkéw napotkato na
trudnos$ci w jednoznacznej interpretacji obserwowanego efektu, stwierdzono jednak metoda
Western blot, ze niektore zwigzki podnoszg poziom biatka Cdrlp w komorce ale stosowanie
ich z flukonazolem i tak hamuje dziatanie pomp.

Przedstawione wyniki zostaty opublikowane w dwdch artykulach w czasopismie

Frontiers in Microbiology.

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka otrzymatla duzo bardzo intersujacych
wynikow. Doswiadczenia ustawione s3 w doskonaty ciag logiczny pozwalajacy sledzi¢ tok
myslenia Doktorantki prowadzacy do rozpracowania wptywu wybranych czynnikéw na
aktywnos¢ transporterow ABC u C. albicans. Wstep daje dobrg podstawe teoretyczng a
dyskusja jest jednoczesnie podsumowaniem wynikéw na tle literatury swiatowej. Temat jaki
realizowata Doktorantka pod opieka pani dr hab. Anny Krasowskiej jest tematem wielkiej
wagi ze wzgledu na rosnacy problem uogélnionych zakazen grzybowych i poszukiwanie
nowych, skuteczniejszych i mniej toksycznych terapii. Praca ma charakter poznawczy i
praktyczny. W wyniku przedstawionych badan powstaty dwa zgloszenia patentowe na
kompozycje farmaceutyczne o dziataniu przeciwgrzybiczym.

Praca napisana jest starannie, wstgp i dyskusja oparte sa na ponad 220 publikacjach.
Struktura pracy jest odpowiednia, opracowanie metodyczne bardzo dobre, przedstawione
wyniki nie budzg zastrzezen, terminologia wlasciwa i bogate piSmiennictwo.
Przedstawiona przez mgr Joanng Szczepaniak praca stanowi oryginalny dorobek naukowy i
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w ujeciu ustawy z dnia 18.03.2011r. o

stopniach naukowych i tytutach naukowych. Dorobek naukowy kandydatki w petni uzasadnia
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nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Wnioskuj¢
o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Joanny Szczepaniak do publicznej obrony.
Jednoczesnie zwazywszy na duzy dorobek publikacyjnej Doktorantki wynikajacy z rozprawy
doktorskiej, aktywno$é w prezentowaniu wynikow pracy na zjazdach w postaci doniesien

ustnych i plakatowych oraz dokonane zgloszenia patentowe wnioskuj¢ o wyrdznienie pracy.

7 powazaniem

Pytanie do Doktorantki

1. Ciekawe jest, Ze usunigcie genu CDR2 nie prowadzi do nadekspresji genu CDR/
Ekspresja CDRI podnosi si¢ pod wplywem glukozy. Wydaje si¢, ze CDRI moze by¢
regulowany wspdlnie z ekspresja czynnikow wirulencji. Czy co$ wiadomo o wspolnej
regulacji ekspresji CDR1, CDR2 wraz z ekspresja adhezyn, tworzeniem strzepek i biofilmu?

2. Czy zwiazki styrylochinolinowe oddziatujg na transportery ludzkie?
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