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Warszawa, 06.07.2026

Prof. dr hab. Joanna Kruszewska
Pracownia Biologii Grzybow
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Kavyi Kondaki pt. ,, Yeast DNA Topoisomerase Il as a
Model Molecular Target for Novel Antifungal Compounds”, przygotowanej pod
kierunkiem dr hab. inz. Iwony Gabriel.

Rozprawa doktorska zostata wykonana na Politechnice Gdanskie;j.

Podstawe formalng sporzadzenia niniejszej recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Gdanskiej z dnia 9 czerwca 2026 r., powotujaca mnie na
recenzenta wyzej wymienionej rozprawy doktorskiej mgr inz. Kavyi Kondaki.

Podstawe prawna recenzji stanowi art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r.
Nr 65, poz. 595 z pozn. zm.).

Wybdr tematu i jego znaczenie

Candida albicans stanowi powszechny skfadnik mikrobioty czlowieka, a jednoczes$nie jest
najczestsza przyczyna oportunistycznych zakazen grzybiczych u pacjentow z obnizona
odpornoécia. Smiertelnoéé¢ zwiazana z tymi zakazeniami wynosi od 30 do 50%. Zdolnos¢
C. albicans do kolonizadji i zakazania réznorodnych nisz organizmu gospodarza wynika z
szerokiego repertuaru czynnikéw wirulencji, wyjatkowej zdolnosci adaptacji do
zmieniajacych sie warunkéw srodowiskowych, efektywnych systemow pozyskiwania
sktadnikéw odzywczych oraz sprawnych mechanizméw odpowiedzi na stres.

Leczenie zakazen grzybiczych pozostaje duzym wyzwaniem ze wzgledu na ograniczona
liczbe dostepnych klas lekéw przeciwgrzybiczych. Ich skutecznos¢ kliniczna jest
dodatkowo ograniczana przez narastajaca lekoopornos¢, toksycznos¢ wobec gospodarza
oraz istotne klinicznie interakcje z innymi lekami. Ponadto wigkszo$¢ nowo
wprowadzanych lekéw przeciwgrzybiczych opiera si¢ na juz znanych klasach zwigzkow i
oddziatuje na dobrze poznane cele molekularne, przede wszystkim poprzez hamowanie
biosyntezy ergosterolu lub bezposrednia interakcje z ergosterolem btony komorkowej

grzybow.
INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI www.ibb.edu.pl secretariate@ibb.waw.pl Strona1z7
POLSKIEJ AKADEMII NAUK Tel.: +48 22 592 21 45, Faks: +48 22 592 21 90

ul. Pawiriskiego 5A, 02-106 Warszawa, Polska NIP: 5261039742, REGON: 000325819



http://www.ibb.edu.pl/
mailto:secretariate@ibb.waw.pl

O INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI
] POLSKIEJ AKADEMII NAUK

We wprowadzeniu do rozprawy Doktorantka przedstawia kompleksowy przeglad
aktualnych ograniczen terapii przeciwgrzybiczej, zwracajac szczegdlna uwage na
narastajacy problem lekoopornosci gatunkéw z rodzaju Candida oraz pilng potrzebe
opracowania nowych strategii terapeutycznych. Trafnie wskazuje, ze poszukiwanie
nowych lekow przeciwgrzybiczych koncentrowato si¢ dotychczas gléwnie na juz
poznanych celach molekularnych, co w naturalny sposéb ogranicza mozliwosci
odkrywania innowacyjnych terapii. W celu przezwyciezenia tych ograniczen proponuje
podejscie interdyscyplinarne, integrujace osiagniecia biologii molekularnej, genomiki,
proteomiki, chemii medycznej i farmakologii.

Doktorantka szczegélowo omawia wspotczesne strategie poszukiwania nowych lekow
przeciwgrzybiczych, obejmujace przesiewowe badania naturalnych produktéw
pochodzenia roslinnego, identyfikacje metodami genomiki i proteomiki genéw
niezbednych do Zycia grzybdw oraz szlakdw metabolicznych nieobecnych u cztowieka,
optymalizacje postaci lekow w celu poprawy biodostepnosci i ograniczenia toksycznosci,
a takze rozwoj terapii skojarzonych, ktorych celem jest uzyskanie efektu synergistycznego,
zmniejszenie dawek stosowanych lekow oraz przezwyciezenie zjawiska lekoopornosci.
Autorka omawia rdwniez coraz szerzej rozwijana koncepcje repozycjonowania lekéw,
wskazujac, ze niektdre zwigzki opracowane pierwotnie do leczenia innych schorzen
wykazuja aktywno$c¢ przeciwgrzybicza i moga poszerzy¢ dostepny arsenat terapeutyczny
zaréwno stosowane samodzielnie, jak i w skojarzeniu z klasycznymi lekami
przeciwgrzybiczymi.

Doktorantka zwraca ponadto uwage, ze opracowanie nowych lekow przeciwgrzybiczych
jest szczegdlnie trudne, poniewaz grzyby i cztowiek naleza do organizmow
eukariotycznych, a tym samym posiadajq wiele wspdlnych szlakéw metabolicznych, co
ogranicza mozliwosci selektywnego oddziatywania terapeutycznego. W tym kontekscie
wskazuje grzybowa topoizomeraze I DNA jako szczegodlnie obiecujacy cel molekularny.
Chociaz cztowiek posiada homolog tego enzymu, réznice strukturalne pomiedzy biatkiem
grzybowym i ludzkim stwarzaja mozliwos$¢ opracowania selektywnych inhibitorow o
ograniczonej toksycznosci wobec gospodarza.

W dalszej czesci wprowadzenia Doktorantka szczegdétowo opisuje budowe i funkcje
biologiczna topoizomerazy II DNA, omawiajac domene ATP-azowa, domeng
odpowiedzialng za wiazanie i cigcie DNA oraz C-koncowa domene regulatorowa. Ze
wzgledu na kluczowa role tego enzymu w replikacji DNA, transkrypgji, segregacji
chromosomow oraz utrzymaniu integralno$ci genomu, topoizomeraza II od wielu lat
stanowi wazny cel terapii przeciwnowotworowej. Doktorantka przedstawia wyniki badan
wykazujacych, ze ludzka i grzybowa topoizomeraza II, eksprymowane w komdrkach
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drozdzy, r6znig sie wrazliwos$cia na niektore leki przeciwnowotworowe. Czes¢ tych
zwigzkow wykazuje aktywnos$¢ przeciwgrzybicza poprzez jednoczesne oddzialywanie na
grzybowa topoizomeraze Il oraz zaburzanie integralnosci blony komorkowej.
Wprowadzenie konczy dobrze uporzadkowane poréwnanie grzybowej i ludzkiej
topoizomerazy Il DNA, przedstawiajace zaréwno podobienstwa, jak i rdznice strukturalne
miedzy tymi enzymami. Stanowi ono solidne uzasadnienie naukowe dla podjetych w
rozprawie badan oraz realizowanych celow badawczych.

Ocena publikacji naukowych

Pierwszy artykul przegladowy pt. , Targeting DNA Topoisomerase II in Antifungal
Chemotherapy” przedstawia topoizomeraze II DNA jako dobrze ugruntowany cel
terapeutyczny w chemioterapii przeciwbakteryjnej i przeciwnowotworowej oraz omawia
jej potencjal jako nowego celu w rozwoju lekow przeciwgrzybiczych. Poniewaz
stosunkowo niewiele wiadomo na temat wykorzystania tego enzymu w terapii
przeciwgrzybiczej, praca ta stanowi kompleksowe i aktualne opracowanie tego
zagadnienia.

Doktorantka najpierw przedstawia aktualnie dostepne terapie przeciwgrzybicze,
podkreslajac pilng potrzebe identyfikacji nowych celow molekularnych. Wskazuje
topoizomeraze II DNA jako szczegolnie atrakcyjnego kandydata. Inhibitory ludzkiej
topoizomerazy II sa szeroko stosowane w terapii przeciwnowotworowej, natomiast
bakteryjne topoizomerazy stanowia uznane cele lekoéw przeciwbakteryjnych. Zwiazki te
dzialaja gtéwnie poprzez stabilizacje kompleksu pociete DNA—-topoizomeraza II, co
uniemozliwia ponowne potaczenie nici DNA i prowadzi do letalnych uszkodzen
materiatu genetycznego. Natomiast inhibitory katalityczne zaburzaja hydrolize ATP i
wiaza na stale DNA w obrebie enzymu bez stabilizacji kompleksu cigcia.

W publikacji oméwiono réwniez strukture i funkcje biologiczna grzybowej topoizomerazy
II pochodzacej z Saccharomyces cerevisiae. Co istotne, doktorantka podkresla réznice
strukturalne i funkcjonalne pomiedzy enzymem grzybowym a ludzkim, co stanowi
istotne uzasadnienie dla wykorzystania topoizomerazy II jako selektywnego celu terapii
przeciwgrzybiczej.

Druga publikagja pt. ,, Anticancer Drugs Targeting Topoisomerase II for Antifungal
Treatment” analizuje, czy roznice strukturalne pomiedzy grzybowa a ludzka
topoizomeraza Il moga zosta¢ wykorzystane do identyfikacji zwiazkow selektywnie
hamujacych enzym grzybowy. Autorzy ocenili kilka klinicznie stosowanych lekow
przeciwnowotworowych dziatajacych jako , trucizny topoizomerazy II” oraz
przeanalizowali ich aktywno$¢ wobec enzymu drozdzowego i wiasciwosci

przeciwgrzybicze.
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Co istotne, mimo ze wigkszos¢ badanych zwigzkow silnie hamowata topoizomeraze 11
drozdzy in vitro, tylko czes¢ z nich wykazywata istotng aktywnos¢ przeciwgrzybicza.
Badania wykazaty, ze nawet niewielkie zmiany strukturalne, takie jak brak jednej grupy
metoksylowej, moga znaczaco wpltywac na skutecznos¢ przeciwgrzybicza. Szczegdlnie
istotna byta obserwacja, ze niektére szczepy Candida oporne na flukonazol pozostawaty
wrazliwe na idarubicyne oraz inne inhibitory topoizomerazy II.

Analizy mikroskopowe komorek S. cerevisiae traktowanych idarubicyna wykazaty
powazne zmiany w DNA jadrowym i mitochondrialnym, w tym zjawiska fuzji DNA oraz
wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (ROS), co sugeruje udziat apoptozy w
mechanizmie dzialania przeciwgrzybiczego. Autorzy ocenili réwniez udzial pomp
effluksowych w opornosci komdrek na idarubicyne. Lacznie wyniki te wskazuja, ze
inhibitory topoizomerazy II stanowia obiecujaca grupe kandydatéw na leki
przeciwgrzybicze.

Trzecia publikacja pt. , Structural Insights into Fungal and Human Topoisomerase II
with Implications for In Silico Antifungal Drug Design” przedstawia szczegdétowe
poréwnanie strukturalne ludzkiej topoizomerazy Ila oraz topoizomerazy II S. cerevisiae.
Analiza opierata si¢ na strukturze krystalicznej homodimeru enzymu drozdzowego w
kompleksie z DNA oraz analogiem ATP, a takze dostepnych strukturach enzymu
ludzkiego.

Analiza porownawcza wykazata kilka istotnych roznic strukturalnych, ktére moga zostac
wykorzystane w racjonalnym projektowaniu selektywnych inhibitoréw
przeciwgrzybiczych. Najbardziej znaczace rdznice zidentyfikowano w domenie TDL,
szczegOlnie w obrebie petli K, helisy a (lub regionu helikalnego) oraz petli stabilizujacej
helise. Wyniki te stanowigq wazna podstawe strukturalna dla projektowania lekow
ukierunkowanych na selektywne hamowanie topoizomerazy Il grzybow przy
jednoczesnym ograniczeniu dziatania na enzym ludzki.

Czwarta publikacja pt. ,,Bisacridine Derivatives as Effective Eukaryotic Topoisomerase
II Inhibitors” dotyczy syntezy oraz charakterystyki biologicznej nowych pochodnych
bisakrydyn jako inhibitoréw topoizomerazy II grzybowej i ludzkiej. Chociaz bisakrydyny
sq dobrze znane ze swojej aktywnosci przeciwnowotworowej, ich potencjat
przeciwgrzybiczy pozostawal dotad stabo poznany.

W oparciu o wczesniejsze wyniki autorzy zaprojektowali i zsyntetyzowali seri¢ nowych
pochodnych bisakrydyn, a nastepnie ocenili ich wptyw na aktywnos¢ topoizomerazy II in
vitro. Badania wykazaly, ze nawet niewielkie modyfikacje strukturalne znaczaco
wplywaja na aktywnos¢ biologiczna. Przykladowo, selektywne hamowanie
topoizomerazy Il drozdzy obserwowane dla zwiazku IKE16 zostato catkowicie utracone w
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analogach IKE17 i IKE17a, ktdre r6znia sie jedynie obecnoscia dodatkowych
podstawnikdéw metylowych lub metoksylowych w pierscieniach akrydynowych.
Zwiazki r6znily sie rowniez mechanizmem hamowania enzymu. Podczas gdy czes¢
pochodnych skutecznie hamowata rozplatanie DNA zalezne od topoizomerazy II,
zwiazek IKE16 wykazywal niewielka aktywnos¢ w tym mechanizmie, co sugeruje
odmienny sposdb dziatania. Najsilniejsza aktywnos¢ przeciwgrzybicza wykazywat
zwiazek zawierajacy dwie reszty akrydynowe potaczone tacznikiem etyloaminowym,
natomiast zwiazki z facznikiem piperazynowym, w tym IKE16, charakteryzowaty sie
znacznie stabsza aktywnoscia. Co istotne, najbardziej aktywne zwiazki zachowywaty
skuteczno$¢ wobec szczepow Candida opornych na flukonazol. Autorzy wykazali réwniez,
ze niektdre bisakrydyny indukuja powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS), co
sugeruje udziat stresu oksydacyjnego w mechanizmie dziatania przeciwgrzybiczego.
Wskazano, ze skutecznos¢ przeciwgrzybicza zalezy nie tylko od selektywnej inhibicji
topoizomerazy II, ale réwniez od specyfiki szczepu oraz aktywnosci pomp effluksowych.
Co zaskakujace, najbardziej selektywny inhibitor topoizomerazy II (IKE16) wykazywat
jednoczesnie znaczna cytotoksycznos¢ wobec komorek ssaczych. Autorzy sugeruja, ze
$ciana komdrkowa grzybow stanowi istotng bariere ograniczajaca akumulacje leku
wewnatrz komorki, co wymaga stosowania wyzszych stezen i w konsekwencji zwigksza
toksycznos¢ wobec gospodarza. W zwiazku z tym wskazuja optymalizacje transportu
zwiazkow przez Sciang komdrkowa jako istotny kierunek dalszych badan.

Streszczenie

Seria publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej mgr Kavyi Kondaki
przedstawia spdjny i logicznie uporzadkowany program badawczy ukierunkowany na
opracowanie nowych lekéw przeciwgrzybiczych celujacych w grzybowa topoizomeraze II
DNA. Praca w sposdb przekonujacy wykazuje, ze skuteczne projektowanie lekow
przeciwgrzybiczych wymaga podejscia interdyscyplinarnego, obejmujacego identyfikacje i
charakterystyke odpowiedniego celu molekularnego, racjonalne projektowanie
inhibitorow, walidacje strukturalng i biochemiczng oraz kompleksowa ocene biologiczna
w komorkach grzybdéw.

Poszczegolne publikacje stanowia kolejne etapy tej strategii badawczej. Pierwsza praca
definiuje grzybowa topoizomeraze II jako obiecujacy cel terapeutyczny. Druga analizuje
potencjat przeciwgrzybiczy klinicznie stosowanych inhibitoréw topoizomerazy II oraz
wyjasnia mechanizmy ich dziatania. Trzecia dostarcza szczegdétowego poréwnania
strukturalnego enzymoéw grzybowych i ludzkich, stanowiac podstawe dla racjonalnego
projektowania selektywnych inhibitoréw. Czwarta natomiast opisuje synteze oraz oceng
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biologiczng nowych pochodnych bisakrydyn, zaprojektowanych z wykorzystaniem tych
roznic strukturalnych.

Lacznie publikacje te tworza spojny i naukowo dobrze uzasadniony zbidér badan, ktéry w
sposob konsekwentny prowadzi od identyfikacji nowego celu przeciwgrzybiczego do
racjonalnego projektowania i charakterystyki biologicznej obiecujacych zwiazkow
wiodacych.

Whioski koncowe

Rozprawa doktorska pt. ,,Yeast DNA Topoisomerase II as a Model Molecular Target for
Novel Antifungal Compounds” spelnia wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.).

Biorac pod uwagge jakos¢ naukowa rozprawy, oryginalnos¢ badan oraz znaczenie
uzyskanych wynikéw, stwierdzam, ze rozprawa spelnia wszystkie ustawowe wymagania
do nadania stopnia doktora.

W zwigzku z powyzszym rekomenduje Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Gdanskiej dopuszczenie mgr Kavyi Kondaki do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego prowadzacego do uzyskania stopnia doktora nauk przyrodniczych w
dyscyplinie nauki chemiczne.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Joanna Kruszewska
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Pytania do Kandydatki

Jednym z gtéwnych argumentow za wyborem grzybowej topoizomerazy Il jako celu
terapeutycznego sa rdznice strukturalne miedzy enzymem grzybowym i ludzkim. Ktore z
tych réznic uwaza Pani za najbardziej obiecujace z punktu widzenia projektowania
selektywnych inhibitoréw i dlaczego?

W swoich badaniach wykazata Pani, Ze silne hamowanie aktywnosci Topo II in vitro nie
zawsze przekltada sie na wysoka aktywnos$¢ przeciwgrzybicza. Jakie czynniki, poza
powinowactwem inhibitora do enzymu, moga odpowiadac za te rozbieznosc¢?

W pracy wykazano aktywnos¢ niektérych inhibitorow wobec szczepdw opornych na
flukonazol. Czy uwaza Pani, ze Topo II moze stanowic cel terapeutyczny niezalezny od
mechanizmow opornosci na azole, czy tez istnieja mechanizmy opornosci, ktére moga

ograniczac¢ skutecznos$¢ réwniez tej grupy zwiazkéw?

W badaniach obserwowano wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) po
zastosowaniu niektdrych inhibitoréw. Czy, Pani zdaniem, generowanie ROS jest gléwnym
mechanizmem dziatania przeciwgrzybiczego tych zwiazkéw, czy raczej wtérna
konsekwencjq uszkodzenia DNA i zaburzen funkcji mitochondriow?

W pracy zwrdcono uwage na role sciany komorkowej jako bariery ograniczajacej dostep
inhibitorow do celu molekularnego. Jakie strategie mogtyby zosta¢ zastosowane w celu

zwigkszenia penetracji zwiazkow do komorek grzyba bez zwigkszania ich toksycznosci

wobec komorek gospodarza?

Ktory z badanych zwiazkow uwaza Pani za najbardziej perspektywicznego kandydata do
dalszych badan przedklinicznych i jakie eksperymenty bylyby kolejnym etapem jego
rozwoju?

Czy uwaza Pani, ze celowanie w topoizomeraze II powinno by¢ rozwijane jako
monoterapia, czy raczej jako element terapii skojarzonej z obecnie stosowanymi lekami
przeciwgrzybiczymi? Jakie korzysci i zagrozenia wiaza sie z kazdym z tych podejsc¢?

W pracy wykorzystano Saccharomyces cerevisiae jako model badawczy. Jakie ograniczenia
tego modelu nalezy uwzgledni¢ przy przenoszeniu uzyskanych wynikéw na klinicznie
istotne gatunki rodzaju Candida, zwtaszcza Candida albicans?
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