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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Jakuba Suchodolskiego pt. , Wplyw ergosterolu na aktywnos¢
transportera Cdrl i wybrane parametry btony plazmatycznej u Candida albicans.”
wykonanej pod opieka Pani dr hab. Anny Krasowskiej profesora UWTr.

Celem pracy byto okreslenie roli ergosterolu w funkcjonowaniu transportera
Cdrl i wptywu na stan bton komoérkowych u Candida.

Aby to zrealizowac Doktorant sprecyzowat kilka celow posrednich takich jak:

skonstruowanie narzedzia do badan poprzez wykonanie podwodjnej delecji
genu ERG11

okreslenie wplywu delecji genu ERG11 na wzrost mutanta takze w kombinagji
z delecja genu ERG3

szczegotowa charakterystyke wptywu delecji ERG11 na profil sterolowy bfon i
transport steroli a takze plynnos¢ bton i asymetrig

dalej zaplanowal badanie funkcjonowania transportera Cdrl

ana koniec przetestowanie modelu ograniczonego poziomu ergosterolu u C.
albicans do typowania potencjatu przeciwgrzybowego kombinacji lekow

Podjecie tego tematu ma duze znaczenie praktyczne jako, ze szlak syntezy
ergosterolu jest jednym z istotnych celéw terapii przeciwgrzybowej zwiazanej z
zastosowaniem antybiotykow z grupy azoli hamujacych synteze ergosterolu i
polienoéw bezposrednio wigzacych ergosterol w btonach plazmatycznych.
Obserwowana lekoopornos¢ szczepéw Candida dotyczy rosnacej liczby izolatow
szpitalnych a jednym z mechanizmoéw lekoopornosci jest aktywnos¢ transporteréw
usuwajacych lek z komorki. Wyniki prac Zespotu prof. Anny Krasowskiej oraz dane
literaturowe wskazuja na powigzanie aktywnosci transportera Cdrl z obecnoscia
ergosterolu w komorce.

Mgr Suchodolski w swojej pracy zamiescit obszerny wstep opisujac sktad
lipidowy btony komdrkowej, jej wiasciwosci fizykochemiczne, szlak syntezy
ergosterolu i przemieszczanie ergosterolu w komorkach a takze leki
przeciwgrzybowe zwigzane z ergosterolem, jego synteza i frakcjg btonowa.



Przedstawit tez stan wiedzy na temat opornosci wielolekowej u Candida zwigzanej z
transporterami ABC i MSF. Wszystko to pozwala sledzi¢ prace doswiadczalng
przedstawiong w dalszej czesci rozprawy.

Pierwszym etapem pracy byto skonstruowanie szczepu C. albicans
pozbawionego obu kopii genu ERG11 a tym samym uniemozliwienie syntezy
ergosterolu w tym szczepie. Badanie wrazliwosci szczepu na Amfoterycyne B
wigzacg si¢ do ergosterolu blonowego oraz azole hamujace aktywnosc Ergl1
(ktorego nie ma w komoérkach mutanta) wykazato spodziewany brak hamowania
wzrostu mutanta erg11A/A.

Wykonujac badania wzrostu szczepu erg11A/A na pozywkach ptynnych Doktorant
stwierdzil, ze mutant nie ro$nie na pozywce minimalnej a ro$nie na petnej. Badanie
ekspresji genow kodujacych enzymy szlakéw biosyntezy aminokwasow i
nukleotydéw metoda RNA-Seq ujawnily mozliwosé auksotrofii mutanta wobec
metioniny, cysteiny, tryptofanu, treoniny, asparaginy, izoleucyny, lizyny oraz
uracylu i cytozyny. Uzupelnienie pozywki minimalnej aminokwasami i
nukleotydami spowodowato nieznaczny wzrost mutanta na pozywece z uracylem i
adening.

Jest to bardzo interesujace spostrzezenie i jednoczesnie brakujacy element, ktdry
umozliwit Doktorantowi wykonanie podwdjnej delecji genu ERG11.

Dodatkowa mutacja erg34/A w mutancie erg11A/A nie polepszala wzrostu mutanta.
Dalsza czgs¢ pracy to wszechstronna charakterystyka mutanta erg11A/A z
uwzglednieniem procesow i struktur potencjalnie zaleznych od ergosterolu.
Badania zawartosci dominujacych steroli w btonach pokazaly przewidywany obraz
nagromadzania lanosterolu w mutancie oraz uruchomienie alternatywnej $ciezki
utylizacji lanosterolu.

Badania ekspresji genéw szlaku mewalonowego i odnogi sterolowej wskazaty na
wzmozong utylizacje acetylo CoA w szlaku mewalonowym oraz zwigkszenie
aktywnosci odnogi sterolowej (wzrost ekspresji genu ERG11) i alternatywnej
utylizacji lanosterolu (wzrost ekspresji genu ERG3). Badania ekspresji genéw w
czasie hodowli pokazato, ze sterole sa syntetyzowane we wczesnych fazach wzrostu
Candida.

Doktorant stwierdzit tez, ze nadmiar steroli w mutancie moze by¢ deacylowany i
gromadzony w blonie plazmatycznej. Stwierdzit tez, ze zmieniony obraz steroli w
szczepie erg11A/A skutkuje mniejsza ptynnoscia bton od szczepu wyjsciowego.

Doktorant precyzyjnie przedledzit dalsze losy nagromadzanych steroli. Sprawdzit jak
sq transportowane, gdzie si¢ lokalizujg, czy sa acylowane, estryfikowane, wyrzucane
z komorki. Wszystkie te badania rozpoczat od okreslenia ekspresji gendéw
kodujacych transportery oraz enzymy modyfikujace. Przeanalizowat baze C. albicans
w poszukiwaniu ortologéw stosujac odpowiednie sekwencje biatkowe S. cerevisiae.
Stwierdzil brak niektérych ortologéw biatek zwigzanych z estryfikacja steroli.



Doktorant spojrzat rowniez szerzej na profil lipidowy oznaczajac zawartosc frakgji
fosfolipidowej stusznie przypuszczajac, ze komorka pozbawiona ergosterolu moze
kompensowac jego brak zmiang obrazu fosfolipidow i stopniem nasycenia kwasow
ttuszczowych. Stwierdzit zwigkszony stosunek PC/PE co powinno wptywac
porzadkujaco na dwuwarstwe lipidowa. Jednak obok zmian stosunku PC/PE
zaobserwowat takze zmiany nasycenia kw. ttuszczowych i dalej réznice w lokalizacji
fosfolipidow w monowarstwach.

Wyniki analizy sktadu fosfolipidowego bton oraz stwierdzona zwigkszona ilos¢
aminofosfolipidéw w btonach skionity Doktoranta do wykonania pomiaru
potencjatu blonowego. Do tego celu zaadaptowat metode stosowang do pomiaréow
potencjalu w neuronach i komorkach miesniowych. Obiecujace wyniki opisano w
literaturze takze dla S. cerevisiae. Badania opart o fakt, ze wnikanie sondy do komorki
zalezy od potencjalu blony a potem jest ona wyrzucana przez transportery. Do
pomiaru Doktorant uzyt sonde di-4-ANEPPS po upewnieniu sig, Ze nie jest
toksyczna dla Candida i stwierdzeniu, Ze nie jest ona substratem dla transporterow
MDR co upraszcza pomiar. W wyniku pomiaru stwierdzono, ze potencjal bfonowy
mutanta erg11A/A jest nizszy niz szczepu dzikiego.

Doktorant bardzo logicznie zalozyt, Ze obnizony potencjat blon w mutancie moze
wplywac na stan energetyczny komorki i badajac poziom ATP w komorkach
mutanta stwierdzil, ze jest on znacznie obnizony szczegolnie w fazie stacjonarne;j.
Stwierdzit tez ucieczke H*-ATPazy do wakuoli we wczesnej fazie wzrostu,
powigzang z obnizong aktywnos¢ ATPazy i wyraZnie nizszg ekspresja genu
kodujacego ten enzym.

Wracajac do gtéwnego celu pracy ktérym bylo okreslenie wptywu braku
ergosterolu na funkcjonowanie transportera Cdr1, Doktorant zbadat lokalizacje,
aktywnosc transportera oraz ekspresje genu CDRIw mutancie erg11A/A. Transporter
lokalizowat si¢ nieprawidlowo w wakuolach, ekspresja genu CDR1 i ilos¢ biatka
Cdr1 byta znaczaco wyzsza a jego aktywno$¢ wyraznie nizsza. Mimo niskiej
aktywnosci transportera Cdrl, mutant pozostawat bardzie oporny na antybiotyki
celujgce w synteze ergosterolu i w sam ergosterol blonowy.

Praca doktorska posiada rowniez aspekt praktyczny. Doktorant zbadat dwie
nieoczywiste kombinacje zwiazkdéw przygladajac sie efektom ich dziatania na
Candida. Do badan wytypowal antybiotyk przeciwbakteryjny gentamycyne i kwas
kaprynowy ktoéry hamuje adhezje komoérek Candida obnizajac ekspresje genow
zwigzanych z tym procesem, poniewaz zauwazyt zwigkszona wrazliwos¢ mutanta
erg11A/A na te zwiazki. Zbadat wplyw gentamycyny w kombinacji z flukonazolem
na zywotnos¢ Candida. Okazato sig, ze gentamycyna hamuje wzrost szczepu
erg11A/A i wspomaga dziatanie hamujace flukonazolu. Okazato sig, ze gentamycyna
powodowata caly szereg zmian w komorce Candida. Zwigkszata ekspresje genu
ERGI11, zmieniata poziom ergosterolu z bardzo wysokiego obnizata a z niskiego
podwyzszata a efekt byl poglebiany w skojarzonym dziataniu z flukonazolem.
Kombinacja gentamycyny i flukonazolu zwigkszata stosunek PC/PE. Zwigkszala tez



ekspresje genu CDRI jednak aktywno$¢ transportera obnizata co prawdopodobnie
wigzato si¢ z rozproszeniem transportera po catej komorce.

Druga badana kombinagcja to Amfoterycyja B i kwas kaprynowy. Kwas kaprynowy
obnizat skutecznos¢ dziatania Amfoterycyny B. Amfoterycyna B w komorkach
inkubowanych z kw. kaprynowym powodowata zmniejszona przepuszczalnosc¢ bton
dla jodku propidyny mimo, ze nie obserwowano zmian wbudowywania
Amfoterycyny B do bton. Doktorant stwierdzit, Ze opornos¢ na Amfoterycyne B jest
spowodowana zwigkszonym poziomem ergosterolu w bfonach wywotanym przez
kw. kaprynowy. Okazato si¢ tez, ze przy pewnych stezeniach kw. kaprynowego
obserwowana jest wyzsza aktywnos¢ transportera Cdrl.

W dyskusji Doktorant odnosi si¢ do kazdego wykonanego eksperymentu i na
Rysunku 49 podsumowuje swoje wyniki. Wyniki sa przedstawione jasno, dobrze
udokumentowane, kolejne doswiadczenia stanowia ciag logiczny i nie pozostawiajg
watpliwosci, ze dane zagadnienie jest rozwigzane do konca i porownane z wiasciwie
zaplanowanymi kontrolami. Doktorant przy tym postuzyl si¢ szeregiem metod a
niektore z nich dopracowat do uzytku w pracy z Candida.

Rozprawa przedstawiona do recenzji jest zbiorem bardzo ciekawych i
znaczacych wynikow, ktére dodatkowo dotycza niezwykle istotnego problemu
mechanizmoéw lekoopornosci i dzigki temu poszukiwania nowych kombinacji lekéw,
ktore zablokujg te mechanizmy. Niezwykle istotny problem wzrastajacej liczby
lekoopornych Candidoz wymaga podejmowania wysitku aby pozna¢ mechanizmy
uodparniania si¢ szczepow na dotychczas uzywane leki. Zespot prof. Anny
Krasowskiej moze pochwali¢ si¢ duzymi osiggnieciami w tej dziedzinie.

Rozprawe doktorska mgr Jakuba Suchodolskiego oceniam bardzo wysoko.
Daje si¢ zauwazy¢, ze realizowane zadania sa przemyslne i ustawione logicznie
poprzedzone niewielkimi wstepami przed omowieniem kazdego doswiadczenia.
Doktorant postuguje si¢ szerokim wachlarzem nowoczesnych metod. Praca zawiera
ogromna ilos¢ wynikow umieszczonych w 25 tabelach i 49 ilustracjach a do tego
jeszcze 9 tabel i 4 ilustracje uzupeiajgce. Do klarownego opisu podejmowanych w
pracy problemoéw oraz do dyskusji wynikow postuzyta obszerna bibliografia liczaca
260 pozydji.

Wyniki uzyskane przez Doktoranta zostaty opublikowane w czasopismach o
zasiegu migedzynarodowym.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Suchodolskiego
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i w pelni spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim w ujeciu ustawy z dnia 18.03.2011r o stopniach
naukowych i tytutach naukowych. Dorobek naukowy Doktoranta catkowicie
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych.

Whnioskuje wiec do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych UWTr o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr Jakuba Suchodolskiego do publicznej obrony.

Jednoczesnie wnioskuje o wyréznienie pracy.




W uzasadnieniu pragne podkresli¢ nie tylko znakomita rozprawe doktorska
ale tez pokazny dorobek naukowy Doktoranta. Ogétem mgr Jakub Suchodolski jest
wspotautorem 9 publikagji juz opublikowanych i 2 nastepnych wystanych do druku,
20 doniesien zjazdowych oraz jednego patentu. W dorobku Doktoranta widac tez
umiejetne taczenie nauk podstawowych z praktyka co zastuguje na uznanie.

Uwagi:

W pracy znalaztam nieliczne btedy jezykowe jak np.

transport przezblonowy str. 15

inkorporuje

dowodza tego nie temu str. 136

szczep CAF4-2 charakteryzowat sie zwigkszonymi od szczepu wyjsciowego CAF2-1:
opornoscig... produkcja , ekspersjq ..... str. 136

dowodza tego a nie temu str. 136

[lustracja 25 C brak legendy (co oznaczajg poszczegdlne kolory stupkéw?).

Nie wptywa to w zaden sposob na moja bardzo wysoka oceng pracy.

Pytania do Doktoranta

Czy pojawila sie juz jakas informacja na temat powigzania szlakow syntezy
ergosterolu i syntezy nukleotydéw? Czy Doktorant ma jakie$ podejrzenie jak te
szlaki sie¢ ze soba wiaza?

Czy wiadomo w jaki sposdb stan Sciany komdrkowej wptywa na wnikanie sondy
chodzi o sonde di-4-ANEPPS? Sciana komdrkowa zmienia sie z wiekiem komdrki
czy ma to wpltyw na wnikanie?
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prof. dr hab. Joanna Kruszewska



