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,Przewidywanie przynaleznosci gatunkowej grzybow patogennych
i fenotypu lekoopornosci oraz badanie mechanizmow jego modulacji
w gatunkach Candida albicans i non albicans

Rozprawa doktorska dotyczy niezwykle waznego zagadnienia lekoopornosci
patogennych grzybow powodujgcych czgsto zakazenia ogolnoustrojowe u ludzi, przede wszystkim
drozdzy z gatunku Candida. Rozwoj lekoopornosci wsrod patogennych mikroorganizmow (grzyby,
bakterie) stanowi nadal bardzo powazny problem kliniczny. Ogolnoustrojowe infekcje grzybicze
prowadzg niekiedy do $mierci pacjentow, w szczegolnosei z ostabiong odpornoseia, np. po
przeszezepach, chorych na AIDS, a takze osob po dlugotrwatej antybiotykoterapii lub po terapii
lekami cytostatycznymi stosowanymi w onkologii. Obserwowany w praktyce klinicznej wzrost
lekoopornosei drozdzy gatunku Candida mozna wigzaC ze znacznym wzrosiem czestosel
stosowania lekow azolowych w terapii infekcji grzybiczych w ostatnich latach.

Niezwykle wazne sg zatem metody szybkiej i precyzyjnej identyfikacji gatunkowe
drozdzy Candida, a takze grzybow dermatoficznych. Znane i powszechnie stosowane w praktyce
klinicznej sa zazwyczaj czaso- lub kosztochlonne, a czgsto tez nieprecyzyjne, pomimo, ze
wykorzystuje sie przy tym zazwyczaj metody standaryzowane. Réwniez opracowanie nowych
lepszych metod oceny lekoopornodei tych patogenow jest wysoce pozadane, gdyz pozwolitoby
zwiekszyé skutecznosé terapii stosowanych w leczeniu zakazen grzybiczych, w szezegolnosci tych

najgrozniejszych czyli ogolnoustrojowych.



W opinii recenzenta, w zwigzku z istniejgcymi nadal problemami dotyczacymi szybkiej
identyfikacji gatunkowej grzyboéw obecnych w materiale biologicznym pobranym od pacjentow, a
takze z koniecznoscig lepszego poznania molekulamych podstaw procesow prowadzacych do
opornosci wielolekowej drozdzy gatunkow Candida albicans i non albicans oraz sposobow jej
modulacji, temat pracy doktorskiej przedstawionej do recenzji nalezy uzna¢ za bardzo ciekawy i
wazny, zarowno z naukowego punktu widzenia, jak i dla praktyki klinicznej.

Praca doktorska wykonana zostata w Zakladzie Biofizyki Blon Katedry Biofizyki
Molekularnej na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eddzkiego pod kierunkiem
Pana Profesora Grzegorza Bartosza. Zespdt Pana Profesora od wielu lat zajmuje sig¢ problematyka
opornosci wielolekowej, a takze rolg wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu w roznych
procesach komoérkowych, Nalezy pokreslic wiodgca role tego zespotu w ramach tej tematyki w
kraju. Promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim byla dr Agnieszka Grzelak, a praca
powstala w ramach projektu ,,Rola transporteréw opornosci wielolekowej w farmakokinetyce 1
toksykologii - testy in vitro w praktyce farmaceutycznej i klinicznej” (Program POIG).

Cel badan zostal jasno sformulowany i dotyczy! kilku waznych probleméw zwigzanych
z identyfikacjg gatunkowa oraz oznaczaniem lekoopomosci szczepdw drozdzy gatunku Candida
albicans i non-albicans pochodzenia klinicznego. W celach pordwnawczych analizowano tez pod tym
katem probki pobrane od zdrowych dawcow i korzystano ze szczepow pochodzaeych z odpowiednich
kolekeji - krajowych i zagranicznych. W niektorych eksperymentach uwzgledniano réwniez szczepy
g1zybdw dermatofitycznych.

Jednym z najwazniejszych celow badan byla ocena mozliwosci zastosowania w celu
identyfikacji gatunkowej szczepow pochodzenia klinicznego analizy HRM (high resolution melting)
czyli analizy wysokiej rozdzielczosci przebiegu krzywych topnienia produktu reakcji PCR, w tym
przypadku fragmentu ITS2 rybosomalnego DNA (rDNA). Kolejnym zadaniem bylo wykorzystanie
tej samej metody do analizy produktu reakeji PCR, amplifikujacej gen ERG11 drozdzy Candida
albicans w celu oznaczenia opornosci szezepdw na leki z grupy azoli. Doktorantka podjgla si¢ tez
zbadania czy test oparty na zastosowaniu znacznika fluorescencyjnego, dioctanu fluoresceiny, jako
substratu transporterow wielolekowych drozdzy moze by¢ zastosowany do oceny opornosci
szczepow Candida (albicans i non albicans) na leki przeciwgrzybiczne. Kolejnym celem pracy bylo
rowniez okreslenie niektorych mechanizméw molekularnych zaangazowanych w odpowiedz na
stres oksydacyjny wywolany w komorkach drozdzy Candida przez leki azolowe.

Rozprawa doktorska napisana jest zgodnie z ogolnie przyjetymi zasadami i posiada
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tabel, a bibliografia obejmuje 230 pozycji. Z ostatnich pieciu lat pochodzi 24% cytowanych pozycji
literatury.

W teoretycznej czeSci rozprawy Doktorantka wyczerpujgco omowila stosowane
dotychczas metody identyfikacji gatunkowej drozdzy Candida i grzybow dermatofitycznych, w tym
takze zastosowang przy realizacji pracy doktorskiej metodg HRM. Omoéwiony tez zostal
wyczerpujgco problem lekoopornosci oraz metody oznaczania profilu lekoopornosei drozdzy
gatunku Candida. Jak wiadomo za rozwdj lekoopormnosci mogg u drozdzy odpowiada¢ rozne
mechanizmy molekularne, rozne tez sa metody jej oznaczania. Autorka rozprawy przedstawila m.in.
metode oceny lekoopornosci w oparciu o zmiany w sekwencji genu ERG11, a takze na podstawie
obserwacji zmian w aktywnosci transporteréw wielolekowych z nadrodziny biatek ABC. Aktywny
transport lekéw przeciwgrzybicznych przez blong w kierunku odkomérkowym redukuje ich
akumulacje w komdrkach, tym samym powodujge wystepowanie opornosci na leki. W testach
transportowych wykorzystuje si¢  niekiedy znaczniki fluorescencyjne bedace substratami
transporterow wielolekowych (jak np. dioctan fluoresceiny). W ostatnim rozdziale czgsci
teoretycznej rozprawy autorka przedstawila zagadnienia zwigzane z odpowiedzig komoérek drozdzy
na stres oksydacyjny. prowadzacq do uruchomienia reakcji chronigeej komorki przed dzialaniem
wolnych rodnikow i reaktywnych form tlenu. Reakcja taka moze wystepowac pod wplywem
zastosowania lekow azolowych nawet w stezeniach sub-toksycznych.

Powyzej wymienione zagadnienia autorka rozprawy przedstawila na ogoél bardzo
wyczerpujaco, korzystajgc z bogatego pismiennictwa. Ze sposobu ich oméwienia mozna wnosic, ze
posiada ona duza wiedze na temat tych zlozonych problemow.

W swoich badaniach doktorantka zastosowala bardzo wiele réznorodnych metod
eksperymentalnych, ktore zostaly szczegdtowo przedstawione w rozdziale Mefody. Nalezaly do
nich. metody hodowli drozdzy, sposoby oznaczania lekoopornosci szczepdw, m.in. metoda
mikrorozcieficzen, cytometrii przeptywowej oraz z zastosowaniem metod biologii molekularne;.
takich jak analiza HRM produktu genu ERG11. Omédwiona tez zostala analiza HRM fragmentu
ITS2 genomu drozdzy zastosowana w pracy do identyfikacji gatunkowej. Autorka przedstawila tez
metody biochemiczne zastosowane w badaniach proceséw molekularnych odpowiedzialnych za
reakcje komorek drozdzy na stres oksydacyjny. Wigzalo si¢ to m.in. z oznaczaniem aktywnosci
enzymatycznej takich bialek, jak: S-transferaza glutationowa, katalaza, reduktaza glutationowa.
Zwroci¢ nalezy uwage na bardzo duzg roznorodnos$é¢ zastosowanych w badaniach technik
eksperymentalnych.

Do szczegolnie waznych wynikow nalezy zaliczy¢ identyfikacje roznic w sekwencji

fragmentu ITS2 rybosomalnego DNA, ktérej dokonano metoda HRM w oparciu o analizg
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krzywych topnienia produktow reakcji PCR Na tej podstawie mozna bylo, dysponujge szezepami
referencyjnymi, dokona¢ identyfikacji 10 szczepéw klinicznych pod katem ich przynaleznosci
gatunkowej. Co wazne, wyniki otrzymane ta metodg potwierdzono za pomocg sekwencjonowania
fragmentu ITS2 badanych szczepoéw. Analizg HRM doktorantka zastosowala nastgpnie do
identyfikacji gatunkowej drozdzy Candida wsréd 38 szezepow wyizolowanych ze sliny zdrowych
ochotnikéw. Utworzone zostalo drzewo filogenetyczne na podstawie oznaczenia sekwencji
nukleotydowej fragmentu ITS2 wszystkich przebadanych szczepow. Nalezy podkresli¢, ze analiza
BLAST potwierdzita 100% prawidtowos¢ oznaczenia gatunku Candida albicans przy zastosowaniu
metody HRM. Uzyskane wyniki majg potencjalnie duze znaczenie dla diagnostyki kliniczne.
Zastosowana w pracy analiza HRM krzywych topnienia wydaje si¢ pod tym katem bardzo
obiecujgca technika.

Kolejne badania Doktorantki dotyczyly wykorzystania metody HRM do oceny
lekoopornosci szczepow gatunku Candida na leki azolowe Badaniu poddano material genetyczny
pochodzacy ze szczepow referencyjnych oraz szezepéw wyizolowanych z drég rodnych pacjentek.
Zastosowana metoda wykazala roznice wystepujace w sekwencji genu ERG11, co potwierdzono
metoda sekwencjonowania. Przeprowadzone tez zostalo sekwencjonowanie catego genu ERG11 dla
szezepdw wyizolowanych ze $liny zdrowych ochotnikow, zidentyfikowano 21 mutacji punktowych,
przy czym dwie z nich korelowaty z opornoscia na leki przeciwgrzybicze. Jak doktorantka jednak
przyznaje, zastosowane w pracy badanie genu ERG11 przy pomocy analizy HRM nie moze by¢
jedyng podstawa oceny opornosei drozdzy C. albicans na leki azolowe. Przeprowadzone badania
stanowig jednak dobrg baze do rozwoju tej metody i jej klinicznych zastosowan.

Doktorantka podjela tez probe oceny aktywnosei transportowej biatek opornosci
wielolekowej za pomoca cytometrii przeptywowej, przy zastosowaniu znacznika fluorescencyjnego,
dioctanu fluoresceiny. Znacznik ten jest substratem transporterow wielolekowych CDR1 i CDR2
drozdzy gatunku Candida (albicans, glabrata, krusei i tropicalis). Oznaczanie akumulacji znacznika
w komorkach drozdzy poprzedzita wstepna 2 godz. inkubacja badanych drozdzy z lekami o
dziataniu przeciwgrzybicznym. Nalezy zgodzi¢ si¢ z wnioskiem Doktorantki, ze w wyniki tych
dogwiadczen nie przyniosty oczekiwanych rezultatow. W wigkszosei przypadkéw, roznica w
natezeniu fluorescencji po wstepnej inkubacji z lekami i bez takiej inkubacji nie byla istotna
statystycznie. Ponadto werapamil - inhibitor transporterow CDR1 i CDR2 nie wplywal na natgzenie
fluorescencji badanych komorek drozdzy.

W tym miejscu nalezy zwrdcié uwage, ze w przeprowadzonym eksperymencie
zastosowane zostaly dwa substraty transporterow wielolekowych - znacznik fluorescencyjny,

dioctan fluoresceiny (FDA) i lek przeciwgrzybiczy. Co prawda nie podawano ich jednoczesnie,
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odyz najpierw zastosowano inkubacje z lekiem, a nastgpnie pobierano komorki do badan
cytometrycznych, jednak obecnosé w blonie dwach substratow moze skutkowaé pojawieniem 5ig
zlozonych zaleznosci zwigzanych np. z ich powinowactwem do biatka i wystgpowaniem zjawiska
konkurencyjnosci. Poza tym, przy ocenie aktywnosci transporterow wielolekowych nalezatoby
obserwowaé przyrost natezenia fluorescencji znacznika FDA w czasie. Nachylenie wykresu
przedstawiajgcego zmiang natezenia emisji w funkeji czasu zalezy od szybkosci akumulacji
znacznika w komorce, a wice pozwala oceni¢ aktywnos¢ transporterow wielolekowych (dla ktérych
znacznik jest substratem). Wyzsza aktywno$¢ tych transporteréw oznacza w tym przypadku stabszy
przyrost natgzenia fluorescencji w czasie (znacznik emituje fluorescencje dopiero po akumulacji w
cytoplazmie). Zastosowanie znanych inhibitoréw, o zroznicowanym wplywie na aktywnos¢
poszezegodlnych transporterow, mogloby przyniesé informacje na temat ekspresji tych bialek w
blonie komorek badanych szezepow drozdzy. Mozliwosé zastosowania znacznika FDA do oceny
lekoopornosci drozdzy wymaga dalszych bardziej szczegdtowych badan. Nalezy wspomnie¢, ze w
pracy, na ktérg autorka sig powoluje (Kotaczkowski i wsp., 2009) wprowadzono ten test do
oznaczenia aktywnosci okreslonych transporterow, postugujgc sig szczepami z delecja genow
kodujgeych inne, poza badanym, transportery. W badaniach nad inhibicjg transportu tego
fluorescencyjnego substratu zastosowano w tej pracy m.in. pochodne fenotiazyny. Byloby bardzo
cenne, gdyby doktorantka jasniej przedstawila swoj wybor procedury zastosowanej w badaniach
nad aktywnoscig transporterow wielolekowych drozdzy Candida metodg cytometryczng z
wykorzystaniem znacznika FDA.

W ramach badan nad odpowiedzig na stres oksydacyjny indukowany w komoérkach
drozdzy Candida po zastosowaniu lekow azolowych w stgzeniach subtoksycznych wykonane
zostaly testy metodg cytometrii przy uzyciu dwoch znacznikow fluorescencyjnych - DHRI23
(dihydroxyrodamina - do oznaczenia zmian w ilosci nadtlenku wodoru) oraz DHE
(dihydroxyetydyna - do oceny zmian w stezeniu anionorodnika ponadtlenkowego w komorkach.
Okreslony zostal rowniez wplyw lekéw azolowych na enzymy zwigzane z odpowiedzig
komoérkowa na stres oksydacyjny: S-transferazg glutationowa, katalaze i reduktaze glutationows.
Wykazano zroznicowanie odpowiedzi komorkowej drozdzy C. albicans i C. glabrata na sties
oksydacyjny, a odpowiedz ta zalezata od zastosowanego leku azolowego. Mechanizmy molekularne
zwigzane z tymi procesami nie sg dobrze poznane i zagadnienie to wymaga dalszych badan.
Tematyke tych badan nalezy uzna¢ za wazng i bardzo cickawa.

Autorka rozprawy przeprowadzila tez bardzo wnikliwg dyskusje uzyskanych wynikow w
oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe na temat molekularnych podstaw lekoopornosei drozdzy

z gatunku Candida oraz postgpéw w zakresie nowych sposobow identyfikacji gatunkowe.



Z obowigzku recenzenta musze przedstawi¢ pewne uwagi, z ktorych wigkszos¢ dotyczy
redakcyjnej strony pracy.

Akapit poswiecony wykorzystaniu fluorescencyjnego znacznika jako substratu
transporterow wielolekowych 1 zastosowaniu metody cytometrii przeptywowej w  badaniach
lekoopornosci jest napisany zbyt lakonicznie. M.in. brak jest podkreslenia faktu, ze emisja
fluorescencji znacznika FDA nastgpuje sie dopiero w wyniku akumulacji znacznika w cytoplazmie.
Pojawia si¢ tam tez bledne z punktu widzenia fizycznego okreslenie ,,warto$¢ fluorescencji”.
Fluorescencja to zjawisko fizyczne, ktére definiujq takie parametry, jak: natgzenie emisji, wydajnosé
kwantowa, czy dlugo$¢ fali odpowiadajgca maksimum emisji Amw. Okreslenie . wartosé
fluorescencji” nie ma sensu fizycznego i nie moze by¢ stosowane.

Na str. 17. mozna przeczyta¢, ze w jednym z testow nastepowalo natozenie paska
nasaczonego gradientem stezen. Gradient stezenia to z definicji liniowa zmiana stgZzenia w funkcji
odleglosci x czyli Ac/Ax (a dokladniej pochodna de/dxt). Poniewaz nie mozna paska ,,nasgczy¢
gradientem”, prawidlowa konstrukcja zdania brzmi: nalozenie paska nasgczonego lekiem o
rosngcym stgzeniu (np. rosngcym liniowo wzdhuz okreslonego kierunku, tu - wzdhuz paska).

Na str. 18. Doktorantka wspomina o ,,wigkszym potencjale przewidywania opornosci”
(zamiast prosciej - dokladniejszych metodach oznaczania opornosci), a w innym miejscu na tej
samej stronie o ,,odpornosci blony komorek na stres” (jak mozna si¢ domysla¢ chodzi o stres
oksydacyjny). Na str. 38. autorka uzywa okreslenia ,.topienie produktow reakcji”, ale juz na kolejne;
stronie jest to ,topnienie” produktéw. Okreslenie nazwy metody powinno by¢ ujednolicone. Na str.
42. jest mowa o ,,zawieszaniu osadu”, zamiast o sporzadzaniu zawiesiny.

7 nigjasnej dla recenzenta przyczyny w pierwszej polowie czgsci do$wiadczalnej
rozprawy zamieszczone wykresy czy schematy okreslane sg jako rysunki, w drugiej polowie tej samej
czescl rozprawy kolejne prezentacje graficzne wynikow podpisane sg jako wykresy i sq od nowa
ponumerowane. Sprawia to wrazenie jakby sklejenia ze sobg dwdch opracowan. Wszystkie rysunki i
tabele powinny by¢ ponumerowane w calej rozprawie doktorskiej wedlug kolejnosei ich
zamieszczania, |

Sposéb rozmieszezenia przynajmniej niektorych rysunkow w czesci doswiadezalnej
rozprawy nie jest optymalny. Wykresy ilustrujgce wyniki serii eksperymentéw nad konkretnym
zjawiskiem (np. nad opornoscig na leki oznaczang metodg cytometrii czy nad reakcjg komorek na stres
oksydacyjny) rozmieszczone sg na dwoch kolejnych stronach. Z powodzeniem rysunki nieco
mniejszych rozmiaréw zmiescityby si¢ na jednej stronie bez obnizenia ich czytelnosci. Natomiast
zastosowany uklad rysunkow, z zamieszczonym podpisem dla catej serii na koncu pod ostatnim

rysunkiem, powoduje konieczno$é czytania pracy ,wstecz” od kolejnej strony do strony
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poprzedzajgeej. Utrudnia to poréwnywanie zaobserwowanych zmian i oceng prezentowanych
wynikow.

Szczegdlnie w rozdziale Dyskusja, ale rowniez w wielu innych miejscach rozprawy.
zwracajg uwage sformutowania wynikajace z zapozyczen z jezyka angielskiego, ktore mogg by¢
uzywane w slangu laboratoryjnym, natomiast nie powinny pojawi¢ si¢ w rozprawie naukowej

(przyldadowo stale stosowane okreslenie , traktowanie komoérek™ np. np. inhibitorem, flukonazolem i

innymi czynnikami). Inny przyktad to .uzywanie dedykowanych do tego celu probowek™ W
rozprawie mozna tez znalez¢ sporo bledow literowych (nawet w tytule podrozdziatu - str. 44.)

Powyzsze uwagi dotyczg glownie redakeyjnej i edytorskiej strony rozprawy i nie rzutujg
na mojg koncowa bardzo wysoka ocene wielokierunkowych badan przeprowadzonych w ramach
pracy doktorskiej oraz uzyskanych wynikow. Doktorantka musiata opanowac szeroki zakres technik
eksperymentalnych, poczgwszy od metod hodowli komorkowych i prostych testow zwigzanych z
obserwacjg wzrostu drozdzy, przez metode cytometrii i biochemiczne metody oznaczania aktywnosci
enzymatycznej, az po trudne metody biologii molekularnej z wykorzystaniem techniki PCR.

Cele pracy byty bardzo ambitne, a badania trudne i skomplikowane w realizacji.
Chociaz nie wszystkie eksperymenty przyniosly oczekiwane rezultaty, nalezy uznac, ze
postawione cele badawcze zostaly zrealizowane. Na podkreslenie zastuguje wielos¢ watkow
podjetych w badaniach nad metodami identyfikacji gatunkowej i opornoscig wielolekowa drozdzy
gatunku Candida. Wyniki badan nad identyfikacjg gatunkows drozdzy metoda HRM mogg stanowi¢
podstawe opracowania nowych, szybszych i dokladniejszych testow do tych oznaczen o mozliwych
zastosowaniach w praktyce klinicznej. Waznym osiggnigciem jest tez uzyskanie nowych danych
dotyczacych mutacji w genie ERG11 majgeych zwiazek z opornoécia wielolekowg drozdzy. Wyniki
tych badan stanowig wazny wklad w poznanie molekularnych podstaw opornosci patogenow
grzybiczych na leki azolowe.

Reasumujac, prace doktorskg Pani mgr Moniki Caban oceniam bardzo wysoko.
Stwierdzam tez, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia kryteria i warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w obowigzujacej Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym i przedktadam Radzie Wydzialu wniosek o dopuszczenie mgr Moniki Caban do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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