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Dr hab. Elzbieta Nowak
Pracownia Przedklinicznego Badania Lekdw
IN-MOL-CELL

Recenzja pracy doktorskiej mgr Kavya Kondaka zatytulowanej
»Drozdzowa topoizomeraza DNA II jako modelowy cel molekularny dla nowych zwiazkéw
przeciwgrzybiczych”

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze Technologii
Farmaceutycznej 1 Biochemii Politechniki Gdanskiej pod kierunkiem dr hab. Iwony Gabriel.

Tematyka rozprawy dotyczy niezwykle aktualnego i istotnego problemu badawczego z
pogranicza biologii molekularnej, mikrobiologii, chemii medycznej oraz odkrywania nowych
lekow. Wobec stale rosnacej liczby inwazyjnych zakazen grzybiczych, narastajacej opornosci
patogendw na stosowane obecnie leki oraz ograniczonej liczby dostepnych celow
molekularnych o potwierdzonym znaczeniu terapeutycznym, poszukiwanie nowych strategii
leczenia stanowi jedno z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej farmakoterapii. W tym
kontekscie Doktorantka podjeta badania nad topoizomerazg II DNA (Topoll) jako
potencjalnym celem molekularnym terapii przeciwgrzybiczej oraz nad opracowaniem
zwigzkow zdolnych do selektywnej modulacji aktywnos$ci tego enzymu.

Rozprawa doktorska opiera si¢ na czterech spdjnych tematycznie publikacjach naukowych,
obejmujacych trzy artykuly oryginalne oraz jedng prac¢ przegladowg. Doktorantka jest
pierwszg autorkg dwoch prac eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach Scientific
Reports i European Journal of Medicinal Chemistry oraz wspotautorka kolejnej publikacji
zamieszczonej w Scientific Reports. Dorobek uzupetnia artykut przegladowy opublikowany w
czasopismie Molecules, w ktorym Doktorantka jest pierwszg autorka. Zestaw tych publikacji
tworzy logiczng i dobrze skomponowang cato$¢, swiadczaca zaré6wno o kompetencjach
naukowych Kandydatki, jak i jej znaczacym wkladzie merytorycznym w rozwdj omawianej
problematyki badawczej.

Na szczego6lne podkreslenie zastuguje fakt, ze wszystkie publikacje stanowigce podstawe
rozprawy ukazaty si¢ w renomowanych czasopismach mi¢dzynarodowych 1 zostalty poddane
wymagajacej procedurze recenzji naukowej. Stanowi to dodatkowe potwierdzenie wysokiej
jakosci uzyskanych wynikow, ich oryginalnosci oraz znaczenia dla rozwoju badafh nad nowymi
terapiami przeciwgrzybiczymi.
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Artykut przegladowy Targeting DNA Topoisomerase Il in Antifungal Chemotherapy petni w
rozprawie role znacznie wykraczajgcg poza klasyczne podsumowanie dotychczasowej wiedzy.
Praca ta stanowi merytoryczne wprowadzenie do catego projektu doktorskiego, prezentujac
aktualny stan badan nad biologiczng rolg topoizomerazy II u grzybéw, mechanizmy dziatania
inhibitoréw tego enzymu, mozliwosci repozycjonowania lekow przeciwnowotworowych oraz
przestanki dotyczace projektowania selektywnych inhibitorow skierowanych przeciwko
grzybowej Topoll. Co istotne, Autorka trafnie identyfikuje luki poznawcze i wskazuje kierunki
dalszych badan, ktore nastepnie zostaty rozwinigte w czesciach eksperymentalnych rozprawy.

Bardzo wartosciowym osiggnieciem Doktorantki jest doswiadczalne potwierdzenie znaczenia
grzybowej topoizomerazy Il jako potencjalnego celu terapeutycznego. W pracy Anticancer
Drugs Targeting Topoisomerase |1 for Antifungal Treatment wykazano, ze cz¢$¢ stosowanych
Klinicznie inhibitorow Topoll, pierwotnie opracowanych jako leki przeciwnowotworowe,
oddziatuje rowniez na enzymy pochodzenia grzybowego. Szczegdlne znaczenie maja wyniki
uzyskane dla idarubicyny, mitoksantronu oraz piksantronu, ktore wykazaty aktywnosé
przeciwgrzybicza wobec rdéznych gatunkdéw patogendw, w tym szczepdéw opornych na
flukonazol. Chociaz zwiazki te ze wzgledu na profil toksycznosci nie moga obecnie by¢
bezposrednio wykorzystane jako leki przeciwgrzybicze, uzyskane wyniki stanowia dowod,
potwierdzajacy zasadnos$¢ dalszych badan nad tym celem molekularnym.

Rownie interesujace sa badania z zakresu modelowania molekularnego i symulacji dynamiki
molekularnej przeprowadzone dla ludzkiej topoizomerazy DNA 1l oraz jej homologéw
pochodzacych od réznych gatunkow grzybow. Badania te pozwolity na identyfikacje
elementow strukturalnych réznigcych oba typy enzymow, w tym interfejsow HLR-HLR oraz
K-loop-HLR. Uzyskane wyniki dostarczaja racjonalnych podstaw do projektowania
selektywnych inhibitorow grzybowych topoizomeraz Il oraz majg istotne znaczenie dla
rozwoju komputerowych metod projektowania lekow. Szczeg6lnie cenne jest wskazanie
specyficznych miejsc wigzacych ligandy, ktore moga zosta¢ wykorzystane w przysztosci do
opracowania zwigzkow o zwiekszonej selektywnosci wzglgdem grzybowej Topoll i
ograniczonych dziataniach niepozadanych wobec enzymow ludzkich.

Kulminacje projektu doktorskiego stanowi praca opublikowana w czasopi$mie European
Journal of Medicinal Chemistry, poswigcona projektowaniu oraz biologicznej walidacji
nowych pochodnych bisakrydynowych. Zwiazki te analizowano z wykorzystaniem
kompleksowego zestawu metod, obejmujgcych badania biochemiczne, mikrobiologiczne, testy
cytotoksycznosci oraz modelowanie molekularne. Na uwage zastuguje identyfikacja zwigzku
IKE16, wykazujacego preferencyjne hamowanie grzybowej topoizomerazy II. Chociaz
zwigzek ten charakteryzowatl si¢ ograniczong aktywnos$cig wobec czesci klinicznie istotnych
szczepOw oraz znaczng cytotoksycznoscia, wyniki dalszych badan doprowadzity do wskazania
kolejnych pochodnych, takich jak IKE18, IKE19 i IKE21, odznaczajacych si¢ korzystniejszym
profilem aktywnos$ci biologicznej. Rezultaty te przekonujaco pokazuja, Zze opracowanie
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selektywnych inhibitoréw grzybowej topoizomerazy II jest mozliwe i stanowi obiecujaCy
kierunek dalszych badan.

Zajeden z najmocniejszych aspektow rozprawy uwazam spojnos¢ catego projektu badawczego.
Poszczegdlne etapy pracy zostaly zaplanowane i zrealizowane w sposob logiczny, poczawszy
od analizy stanu wiedzy, poprzez walidacj¢ celu molekularnego, az po identyfikacje oraz
charakterystyk¢ nowych zwigzkéow aktywnych biologicznie. Takie podejscie $wiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki oraz umiejetnosci konsekwentnego rozwijania postawionych
hipotez badawczych. Nalezy rowniez podkresli¢ wyraznie interdyscyplinarny charakter
prowadzonych badan, faczacych elementy biologii molekularnej, enzymologii, mikrobiologii,
chemii medycznej, farmakologii i bioinformatyki.

Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy zaliczam:

e Potwierdzenie znaczenia grzybowej topoizomerazy DNA 11 jako obiecujacego celu
molekularnego w terapii przeciwgrzybiczej.

e ldentyfikacje r6znic strukturalnych pomiedzy ludzka i grzybowa Topoll.

e Odkrycie specyficznych dla grzybowej Topoll miejsc wigzacych ligandy,
mogacych stanowi¢ podstawe projektowania selektywnych inhibitorow.

e Woykazanie aktywnosci przeciwgrzybiczej wzgledem wybranych inhibitorow
topoizomerazy |1 stosowanych klinicznie.

e ldentyfikacje zwigzkow aktywnych wobec szczepow opornych na flukonazol.

e Opracowanie 1 charakterystyke nowych pochodnych bisakrydynowych
oddziatujacych na grzybowa Topoll.

e Stworzenie spdjnej koncepcji badawczej obejmujacej identyfikacje celu
molekularnego, jego walidacje oraz poszukiwanie nowych inhibitorow.

Od strony redakcyjnej rozprawa zostata przygotowana starannie i charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem merytorycznym. Uktad pracy jest przejrzysty, a publikacyjna forma rozprawy
skomponowana jest prawidtowo. Niemniej jednak, pomimo wysokiej jako$ci poszczegolnych
publikacji, z pewnym niedosytem odnotowuj¢ brak bardziej rozbudowanej dyskusji,
podsumowujacej to, w jaki sposob wszystkie uzyskane wyniki wzmacniajg walidacje
grzybowej topoizomerazy DNA Il jako potencjalnego celu terapii przeciwgrzybiczej. Taka
cze$¢ mogltaby dodatkowo zwigkszy¢ warto$¢ rozprawy poprzez osadzenie poszczegdlnych
badan w szerszym konteks$cie naukowym oraz omowienie ich znaczenia dla przysztego rozwoju
lekdw przeciwgrzybiczych.

Zwrocitam rowniez uwage na kilka drobnych niedociggnie¢ redakcyjnych, takich jak brak
numeracji stron w elektronicznej wersji rozprawy czy pojedyncze niekonsekwencije
formatowania. Cho¢ wplywaja one w pewnym stopniu na komfort korzystania z dokumentu,
nie obnizajg jego wartosci naukowej ani ogolnej jakosci.
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Lektura pracy nasuneta mi réwniez kilka pytan, na ktore prosz¢ o odpowiedz Doktorantke
podczas publicznej obrony. Traktuj¢ je jednak przede wszystkim jako inspiracj¢ do dalszych
badan, a nie jako wskazanie stabych stron przedstawionej rozprawy.

1. Ktoéry ze zidentyfikowanych w badaniach strukturalnych miejsc wiazacych o
najwiekszym potencjale terapeutycznym grzybowej Topoll, uwaza Pani za najbardziej
obiecujacy z punktu widzenia przysztego projektowania lekdw metodami strukturalnymi i
dlaczego?

2. W jaki sposéb zweryfikowataby Pani eksperymentalnie biologiczna role specyficznych
dla grzybowej Topoll regionéw K-loop oraz helix-supported loop, zidentyfikowanych na
podstawie symulacji dynamiki molekularnej?

3. Jakie czynniki mogg thumaczy¢ rozbiezno$¢ pomiedzy selektywnoscia enzymatyczng a
aktywnoscig przeciwgrzybicza obserwowang w przypadku niektorych badanych
zwigzkow?

4. Przedstawione badania wykazaly selektywne hamowanie grzybowej topoizomerazy 11
przez kilka analizowanych zwiazkéw. Jakie s, wedlug Pani, kluczowe determinanty
molekularne warunkujace zalezno$¢ pomigdzy hamowaniem enzymu,
wewnatrzkomorkowa akumulacjg zwigzku oraz koncowa skutecznoscia przeciwgrzybicza?

5. W é$wietle wynikow uzyskanych w trakcie realizacji projektu doktorskiego, ktora ze
strategii badawczych wydaje si¢ Pani bardziej obiecujagca w dhuzszej perspektywie:
repozycjonowanie istniejacych inhibitorow topoizomerazy II stosowanych m.in. w
onkologii czy opracowywanie catkowicie nowych zwigzkow przeciwgrzybiczych
ukierunkowanych na ten cel molekularny?

6. Wigkszo$¢ badan biologicznych przedstawionych w rozprawie przeprowadzono w
warunkach in vitro. Jaki model zakazenia uznalaby Pani za najbardziej odpowiedni do
oceny potencjatu terapeutycznego zidentyfikowanych zwigzkow w warunkach in vivo?

7. Cze$¢ badanych zwigzkow wykazata obiecujacy profil selektywnosci. Jakie wg. Pani sg
najwazniejsze wyzwania zwigzane z dalszg optymalizacja ich wlasciwosci
farmakologicznych i profilu toksycznos$ci przed rozpoczeciem badan przedklinicznych?

Podsumowujac, rozprawa mgr Kavyi Kondaki stanowi oryginalne, warto$ciowe i dojrzate
opracowanie naukowe. Doktorantka skutecznie polaczyta podej$cia eksperymentalne i
obliczeniowe, uzyskujac wyniki, ktére wnoszg istotny wktad do badan nad nowymi strategiami
terapii przeciwgrzybiczej. Przedstawione osiggnigcia znaczgco poszerzaja wiedze na temat
biologii grzybowej topoizomerazy Il oraz stwarzajg realne podstawy do dalszego rozwoju
nowych lekow ukierunkowanych na ten cel molekularny.
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Rozprawa jednoznacznie potwierdza umiejetno$s¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych przez Doktorantk¢ oraz jej zdolnos¢ do rozwigzywania ztozonych problemow
badawczych o charakterze interdyscyplinarnym.

W zwiagzku z powyzszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Kavyi Kondaki spetnia
wymagania okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.). Wnosze¢ o dopuszczenie mgr Kavyi Kondaki do dalszych
etapOw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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