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OCENA PRACY DOKTORSKIE] MGR ALEKSANDRY ZELAZNEJ ,Wystepowanie i
dodatkowa funkcja fosfogliceromutazy na powierzchni komoérek drozdzopodobnych
grzybow z rodzaju Candida”

Grzyby z rodzaju Candida spp. wystepujg naturalnie w naszym otoczeniu od zawsze. Te
zwykle niegrozne grzyby w przypadku naruszenia réwnowagi zwigzanej z odpornoscia
immunologiczng badZ zaburzeniami w mikrobiomie naszego organizmu nagle stajg sie
niezwykle aktywne prowadzac do groznych infekcji powierzchniowych lub nawet infekcji
systemowych. Za kandydoze czyli chorobe grzybicza wywotang przez nadmierne namnazanie
sie drozdzakéow z rodzaju Candida odpowiada gtéwnie Candida albicans (50-70%
przypadkow) i w mniejszym zakresie takze gatunki, takie jak: Candida glabrafa, Candida
krusei, Candida parapsilosis, Candida dubliniensis czy Candida tropicalis. Prace badawcze
prowadzace do poznawania mechanizméw molekularnych procesu patogenezy sg niezwykle
wazne, albowiem pozwalajg na zrozumienie powstawania i przebieg zakazen grzybiczych,
pozwalajg takze na znalezienie drogi prowadzacej do eradykacji tych, jak sie w koncu
okazuje, bardzo groznych patogenéw drozdzoidalnych. Problem opornosci tych
drobnoustrojéw na stosowane leki jest obecnie podobny jak w przypadku bakterii, dlatego tez
jeszcze wiegkszego znaczenia nabierajg badania nad molekularnymi mechanizmami
patogenezy grzybow chorobotwdrczych. Praca doktorska Pani mgr inz. Agaty Zelaznej
doskonale wpisuje sie wiasnie w ten nurt badan naukowych, ktére dazg do poznania
mechanizmow patogenezy spowodowanej przez grzyby drozdzoidaine, a tym samym w
konsekwencji do nowych skutecznych rozwigzan w walce z opornymi na leki drobnoustroje.
Przedmiotem badan opisanych w niniejszej pracy doktorskiej sg drozdzopodobne grzyby z
rodzaju Candida, w tym C. albicans, C. tropicalis i C. parapsilosis, a takze wcze$niej
zaliczany do rodzaju Candida gatunek Nakaseomyces glabrata. Rozprawe doktorska
zrealizowano w Zakladzie Biochemii Analitycznej Wydziatlu Biochemii Biofizyki i
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem Pana Profesora
Andrzeja Kozika. Praca powstata w ramach badain naukowych prowadzonych w Zakladzie,
wynikajacych z realizacji projektow badawczych dotyczacych badan prowadzacych do
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drozdzaki. Badania te sg niezwykle istotne z punktu widzenia medycyny, szczegdlnie jesli
wezmie sie pod uwage to, ze szczepy Candida albicans zajmujg w kraju czwarte miejsce
wsrod wszystkich patogendw wywotujgcych zakazenia pacjentow przebywajacych na
oddziatach intensywnej opieki medycznej. Drugim w kolejnosci patogenem z tego rodzaju
jest Candida glabrata. Z kolei Candida tropicalis wystepuje najczesciej u chorych na
biataczke, a Candida parapsilosis wywotuje kandydozy towarzyszace dtugotrwatemu
cewnikowaniu lub stosowaniu urzadzen protetycznych. Szczepy Candida spp. charakteryzujg
sie roznorodng aktywnos$cig enzymatyczng - grzyb wytwarza liczne enzymy hydrolityczne,
ktore atakujg btony komorkowe gospodarza, co utatwia adhezje i kolonizacje bton Sluzowych
oraz trawienie komorek odpornosciowych i przeciwciat. Szczepy, ktdre nie majg zdolnosci do
produkcji enzymow, pozbawione sg wiasciwosci chorobotworczych. Dodatkowo jeden ze
sktadnikow Sciany komorkowej grzyba - mannan - zaburza funkcje ludzkich neutrofih,
hamuje uwalnianie mieloperoksydazy oraz dziata niszczaco na tkanki gospodarza. Z tego
powodu wybdr jako obiektu badawczego fosfogliceromutazy (Gpml), kofaktoro-zaleznej
izomerazy zaangazowanej w szlak glikolizy bylo w szczepach Candida jak najbardziej
uzasadnione. Dotychczas zostato opisanych kilka zewngtrzkomoérkowych funkcji Gpml,
petnionych na powierzchni komoérek drozdzakéw, a zalicza sie do nich oddziatywanie z
ludzkimi biatkami: prekalikreing, wielkoczgsteczkowym kininogenem (HMWAK), czynnikiem
XII i ptazminogenem, a takze czynnikami H i FHL uktadu dopetniacza oraz wigzanie biatek
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM) takich jak fibronektyna (Fn), witronektyna (Vitr) czy
laminina. Szczegdtowa analiza molekularna Gpml stata sie przedmiotem przedstawionej do
oceny dysertacji. Na podstawie licznych wynikdw w pracy wykazano obecnos¢ Gpml na
powierzchni komorek badanych drozdzakow poprzez obserwacje mikroskopowe po
wizualizacji za pomocg przeciwciat skierowanych na Gpml z S. cerevisiae (anty-Gpml) oraz
w ekstraktach Sciany komorkowej przy uzyciu techniki Western blotting. Oprocz tego,
poréwnanie aktywnosci enzymatycznej rekombinowanych preparatow Gpml z enzymami
wyizolowanymi i oczyszczonymi ze $ciany komorkowej drozdzakoéw wykazato, ze
rekombinowana Gpml wykazuje znacznie wyzsza aktywnos¢ niz pozyskana z powierzchni
drozdzakéw. Nastepnie mikroptytkowymi testami wigzania potwierdzono oddziatywanie
Gpml z wybranymi biatkami ludzkimi (Fn, Vtr i HMWK). Oprécz tego, blokujac
powierzchnie komoérek Candida spp. oraz Nakaseomyces glabrata przeciwciatami anty-
Gpml, oszacowano udziat Gpml w catkowitym wigzaniu ludzkich biatek przez cate komorki
drozdzaka na okoto 25% w stosunku do wszystkich skladnikow $ciany komdrkowe;j.

Wykonano takze mapowanie miejsc oddziatywan Gpml - biatka ludzkie przy zastosowaniu
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sieciowania chemicznego i spektrometrii mas, z potwierdzeniem przy uzyciu
mikroptytkowych testow konkurencji z zastosowaniem syntetycznych peptydow,
odpowiadajgcych wskazanym odcinkom sekwencji biatek - zaréwno w Gpml jak i w
biatkach ludzkich. Opisano takze szczegdtowo konkretne peptydy w biatkach ludzkich
wiazace Gpml. Swietnym pod wzgledem eksperymentalnym bylo wykazanie zdolnosci
Gpml do oddziatywania z powierzchnig komdrek badanych drozdzakéw poprzez dodatek
znakowanego biotyng Gpml do monowarstwy komorek drozdzakow Candida spp. oraz N.
glabrata. W ekstraktach Sciany komorkowej drozdzakdw, postugujac sie metodg sieciowania
chemicznego, ujawniono  biatka potencjalnie oddziatujgce z Gpml na powierzchni
drozdzakéw, a wsrod nich inne biatka zwane ,,moonlighting”, jak i typowe biatkowe
sktadniki Sciany komdrkowej. Kolejnym wynikiem wskazujgcym na oddziatywanie Gpml z
adhezynami byt wynik eksperymentu z oddziatywania Gpml na adhezyny jako potencjalne
»platformy dokujgce” dla biatek ,,moonlighting przy uzyciu mutantébw Saccharomyces
cerevisiaz eksponujacych na powierzchni komorki adhezyny C. albicans. Nastepnie
wyizolowano i oczyszczono adhezyne Als3 ze Sciany komoérkowej C. albicans oraz
wykazano, ze Als3 oddziatuje z Gpml poprzez podobne miejsca jak w przypadku wigzania
ludzkich biatek. Wszystkie wyniki uzyskane przez doktorantke majg duze znaczenie dla
procesu poznawczego w zakresie mechanizmow patogenezy grzybow drozdzoidalnych.
Jestem w petni przekonany, ze w wyniku realizacji planu badawczego na podsawie ocenianej
rozprawy doktorskiej powstanie lub juz powstato kilka publikacji dotyczacych
charakterystyki molekularnej cytoplazmatycznego enzymu Gpml. Program badawczy
doktorantki z catg pewnoscig wnosi do nauki nowe spojrzenie na dziatanie czynnikow
patogenezy i wyjasnia szereg mechanizméw w tancuchu powigzan miedzy patogenem a
komorkg gospodarza. Wynik wskazujacy na fakt, ze adhezyna Als3 wystepujgca gtdwnie w
strzepkach C. albicans stanowi platforme dla Gpml, ale w momencie pojawienia sie
ludzkiego ligandu petni dla niego role ekspozycyjng nalezy uznaC za odkrycie naukowe i
mocno podkreslic w doktoracie. Jednak mimo uzyskania wielu wynikow o charakterze
odkrywczym, pewnie z powodu wrodzonej skromnosci, doktorantka nie podkresla zbyt
mocno. Szkoda, bo rzeczywiscie wyniki uzyskane przez doktorantke na to zastuguja. Dalsza
charakterystyka wiasciwosci Gpml wymaga zapewne uzycia mutantOw o zmienionych
wiasciwosciach poszczegdlnych domen biatkowych i oceny tych zmian dla procesu
patogenezy. Zakfadam, ze takie badania molekularne sg planowane, co moze przyczynic¢ sie
do uzyskania kolejnych informacji o wiasciwosciach Gpml. Przedstawiona do oceny praca

doktorska ma klasyczny ukfad, tj. sklada sie z obszernego wstepu na temat patogenezy
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drozdzakow po czym nastepuje opis zaawansowanych metod uzywanych w zakresie biologii
komorki, biologii molekularnej, genetyki i mikrobiologii. Wiasciwy dobor metodyki
gwarantuje jako$¢ uzyskanych wynikéw. Doktorantaka bardzo sczegbétowo i rzetelnie
omowita wyniki swojej pracy i ich znaczenie, konfrontujac swoje obserwacje z danymi
literaturowymi w rozdziale dyskusja. Sposéb przedyskutowania i interpretacji wynikow
dowodzi znakomitej orientacji i duzej wiedzy w zakresie tematyki badawczej. Zaréwno
dyskusja jak i caty tekst rozprawy doktorskiej jest bardzo dobrze udokumentowany starannie
dobranym piSmiennictwem. Cata praca jest starannie zredagowana, a przejrzyscie
sformutowany tekst zostat napisany poprawnie. Nieliczne przypadki btedéw literowych czy
jezykowych nie maja wptywu na wysoka jakos$¢ pracy. Do osiggnie¢ rozprawy wsrod licznie
przedstawionych wynikdw nalezy takze zaliczy¢ udane przygotowanie warsztatu badawczego
w postaci realizowanych zadan badawczych oraz ocena i wyjasnienie mechanizmdw dziatania
Gpml. Zaprojektowanie eksperymentéw oraz petha charakterystyka biologiczna badanych
procesOw wymagata dobrej organizacji pracy oraz duzej pracowitosci, albowiem liczba
eksperymentow i liczba wynikow uzyskanych w rozprawie doktorskiej jest duza.
Szczegotowa analiza eksperymentdw realizowanych przez Doktorantke w ramach rozprawy
doktorskiej pozwala z catg pewnos$cig na ostateczne stwierdzenie, iz byla ona Swietnie
przygotowana do eksperymentow prowadzacych do powstania dysertacji. Z catg pewnoscig
rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Zelaznej daje podstawe do dalszej pracy nad
mechanizmami patogenezy grzybow drozdzoidalnych. Doktorantka nie rozwaza jednak
konkretnie o perspektywach dalszych badan bedacych kontynuacjg wynikow osiggnietych w
ramach rozprawy, nie dyskutuje takze o ewentualnych Kkolejnych eksperymentach
prowadzacych do mozliwosci poznania innych czynnikdw patogenezy. Chciatbym jednak
poznac jej plany i opinie na ten temat podczas obrony pracy.

W Swietle wyzej przedstawionej, bardzo pozytywnej oceny catej pracy doktorskiej
mgr Aleksandry Zelaznej, w tym szczeg6lnie wartosci naukowej wynikow oraz istotnych
wnioskOw o0 charakterze poznawczym stwierdzam, ze oceniana praca doktorska w peni
odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim i stanowi Swietng podstawe do
ubiegania sie o stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne. Dlatego z petnym, naukowym przekonaniem wnioskuje do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o

dopuszczenie mgr Aleksandry Zelaznej do dalszych etapow przewodu-doktorskiego.
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