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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Surowiec pt. ,,Analiza zmian w biofilmie
mieszanym bakteryjno-grzybiczym formowanym przez drozdzaki Candida albicans oraz
bakterie Porphyromonas gingivalis w kontakcie z organizmem gospodarza”

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Surowiec zostata zrealizowana w Zakladzie Biochemii
Poréwnawczej i Bioanalityki, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Rgpaty-Kozik jako promotora oraz dr hab.
Justyny Karkowskiej-Kulety jako promotora pomocniczego. Zespét prof. dr hab. Marii Rgpaly-
Kozik od wielu lat zajmuje si¢ badaniami skoncentrowanymi m.in. na mechanizmach
zwigzanych z infekcjami z udziatem C. albicans. Tematyka podjeta w pracy doktorskiej przez
Doktorantke stanowi ich kontynuacje 1 wpisuje si¢ w nurt nowoczesnych badan nad patogeneza
infekeji cztowieka, zwracajac szczegdlng uwage na problem mieszanych infekcji bakteryjno-

drozdzowych, wystepujacych m.in. w zachtystowym zapaleniu pluc.

Rozprawa doktorska to 200 stron drukowanego tekstu wraz z rysunkami i tabelami oraz
materiat dodatkowy w formie tabel. Zawiera ona wszystkie elementy wymagane dla tego typu
prac, zamieszczone we wlasciwym ukladzie. Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke
swojej pracy doktorskiej spisem tresci, szczegétowym spisem stosowanych skrétow i symboli
oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Obszerny wstegp stanowi bardzo dobre
wprowadzenie do tematyki pracy badawczej. Obejmuje on opis zachtystowego zapalenia ptuc
oraz udzial dwoch mikroorganizméw biorgeych udzial w zachlystowym zapaleniu pluc, C.
albicans 1 P. gingivalis, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich czynnikow wirulencji oraz

regulacji formowania biofilmu w modelu uwzgledniajacym wplyw §rodowiska phuc.

W rozdziale Materialy i metody Doktorantka szczegdlowo i w sposob przejrzysty
przedstawita odczynniki, materialy, sprzet oraz techniki i metody zastosowane podczas
realizacji pracy doktorskiej. Zastosowanie szerokiego spektrum interdyscyplinarnych metod 1
technik z zakresu hodowli bakteryjnych 1 komorkowych, mikrobiologii, biologii molekularne;j,

biochemii, mikroskopii, $wiadezy nie tylko o dobrej wiedzy teoretycznej Doktorantki, ktéra do



realizacji postawionych zadan potrafi samodzielnie lub we wspélpracy z promotorami dobraé
lub zastosowaé odpowiednie metody badawcze, ale przede wszystkim o nabytych, szerokich
umiejetnosciach praktycznych. Istotne jest takze wskazanie przez Doktorantke w rozprawie

doktorskiej, ktore doswiadczenia zostaly wykonane we wspolpracy.

Celem pracy doktorskiej byla analiza transkryptomiczna i proteomiczna C. albicans w
mieszanym biofilmie z bakteriami P. gingivalis, z uwzglednieniem kontaktu z surowica,

neutrofilami i nabtonkiem oskrzeli. Szczegétowe cele obejmowaty:

1. zbadanie wplywu bakterii P. gingivalis na zmiany w proteomie C. albicans w tworzonym
biofilmie mieszanym w warunkach tlenowych,

2. zbadanie wplywu surowicy i neutrofili na proteom C. albicans w mieszanym biofilmie w
warunkach tlenowych,

3. zbadanie zmian ekspresji genéw kodujacych w grzybach gléwnie biatka nalezace do tzw.
»master regulators”, biatka biorace udzial w adhezji, przebudowie $ciany komorkowej
grzybow, odpowiedzi na stres oraz bialka biorace udziat w regulacji istotnych proceséw w
komérkach grzybow w mieszanym biofilmie w warunkach tlenowych,

4. zweryfikowanie znaczenia wybranych grzybiczych bialek w tworzeniu biofilmu mieszanego
w warunkach tlenowych w odniesieniu do przezywalnosci bakterii P. gingivalis,

5. wskazanie roli grzybiczej adhezyny Mp65.

Zalozone cele pracy doktorskiej zdaniem Recenzenta zostaly w petni zrealizowane.
Uzyskane wyniki pozwolily na doglebna charakterystyke potencjalnych oddzialywan
zachodzacych w modelowym biofilmie utworzonym przez C. albicans i P. gingivalis w

odniesieniu do modelu zachlystowego zapalenia phuc.

W obszernym rozdziale Wyniki uzyskane dane, pomimo ich ogromnej liczby, sa
przedstawione w sposéb pozwalajacy na ich prawidtowa ocene. Chociaz zdaniem Recenzenta,
przy tak duzej liczbie réznorodnych wynikéw pomocne byloby zamieszczenie krotkich
podsumowan na koncu kazdego podrozdziatu opisujgcego wyniki. Praca doktorska zawiera
wiele wartosciowych wynikéw naukowych, z ktorych ogromna czes$é to dane nowe, wnoszace
istotny wkiad w dziedzing dalszej charakterystyki podstaw patogennosci P. gingivalis i C.
albicans w infekcjach mieszanych. Istotny wynik tej rozprawy to takze fakt, ze wyniki
uzyskane z globalnej analizy proteomicznej stanowig dobrg podstawe do dalszych badan. Nie
cheac dyskutowa¢ nad wszystkimi wynikami, do najcickawszych osiagnieé przedstawionych

w pracy doktorskiej, sposrod tak ogromnej ich ilosci, Recenzent zalicza:



1. wykazanie znaczenia genu EFGI C. albicans w formowaniu biofilmu wspdlnie z bakteriami
P. gingivalis w odniesieniu do gospodarki Zelazowej oraz w modelu uwzgledniajgcym
oddzialywanie z elementami §rodowiska oskrzeli,

2. charakterystyke adhezyny Mp65 C. albicans, zwlaszcza w odniesieniu do oddzialywania z

nablonkiem oskrzeli 1 potencjalnej interakcji z biatkami gospodarza.

Obydwa geny wykazujg znaczacy wzrost ekspresji w biofilmach dwugatunkowych, ale co
cickawe, obecno$¢ skladnikéw surowicy zmniejsza ekspresje genu EFG/ i nie ma wplywu na
ekspresje genu MP635. Ciekawe jest wykazanie fenotypu formy drozdzowej mutanta efg/A/A w
oddziatywaniu z bakteriami P. gingivalis, zalezne od aktywnosci gingipain oraz zachowanie
formy strzepkowej produkujacej biatko Mp65, sprzyjajacej zaangazowania bialka Mp65 w
oddziatywanie z nablonkiem oskrzeli, gléwnie poprzez zwiekszenie liczby strzepek, ich

wydiuzenie i bardziej intensywne wnikanie grzybdéw do komorek nablonka

W rozdziale Dyskusja Doktorantka ocenia uzyskane wyniki i ich potencjalne znaczenie,
szeroko odnosi sie do wiedzy dostepnej w literaturze, a takze wskazuje na koniecznosd¢ dalszych
badan. Jednak takze ftutaj, podobnie jak w rozdziale Wyniki, brakuje koncowego

podsumowania catoéci uzyskanych wynikow.

Pismiennictwo obejmuje ok. 340 pozycji literaturowych, z ktorych wiekszos¢ to doniesienia
z ostatnich lat, $wiadczgce o wysokiej wartosci 1 aktualnosci badanego problemu naukowego.
Praca zawiera takze spis opublikowanych prac i rozdzialdéw w monografiach, w ktorych
Doktorantka jest wspotautorem lub autorem, a takze udzial Doktorantki w projektach
badawczych. Zamieszczenie wynikéw uzyskanych w ramach pracy doktorskie planowane jest

w przygotowanym do wyslania do redakcji czasopisma manuskrypcie.

Pod wzgledem merytorycznym i edytorskim praca doktorska jest napisana dobrze, a
nieliczne bledy nie wplywajg na jej warto$¢ merytoryczna. Z obowiazku Recenzent wskazuje
tylko niektore niescistosci. W calej pracy zamiennie stosowana jest nomenklatura ,,macierz” i
L~matrix”, ,,dopetniacz” i ,,komplement”, ,,chaperony” i ,,biatka opiekuncze”. W Tabeli 1 na str.
41 brakuje pelnych nazw gatunkéw mikroorganizmow. Na str. 50 jest ,,...RgpA, RgpB oraz K
- ..., a powinno by¢ ,....RgpA, RgpB oraz Kgp -...”. W pracy jest ,,metoda Bradforda”, a
powinno by¢ ,metoda Bradford”. Na str. 54 jest ,,...przeksztalcane w furfural Iub
hydroksylofurfural.”, a powinno by¢ ,...przeksztatcane w  furfural lub 5-
hydroksymetylofurfural.”. Na str. 85 jest ,,...nalezg do rodziny glukozylotransferaz glukozy
UDP...”, a powinno by¢ ,,... nalezg do rodziny glukozylotransferaz UDP-glukozy...”. Na str.



149 jest ,,Stata dysocjacji jest o dwa rzedy nizsza niz w przypadku przeciwciat i wynosi 3,1x10°
6 M, $wiadczy to o duzo nizszym powinowactwie...”, a powinno by¢ ,,Stata dysocjacji jest o
dwa rzedy wyzsza niz w przypadku przeciwciat i wynosi 3,1x10% M, $wiadczy to o duzo
nizszym powinowactwie...” — dla poréwnania stala dysocjacji dla przeciwciat wynosi 3,8%10"
8 M. Na str. 160 Doktorantka sugeruje, ze wszystkie gingipainy majg zdolno$¢ do wigzania
hemu, PPIX i innych porfiryn i metaloporfiryn, a dotyczy to tylko gingipain z domenami
hemaglutyninowymi. Na str. 160 Doktorantka sugeruje, ze FBS jest dobrym Zrédlem hemu, ale
nieshemolizowana surowica w stezeniu 10% w pozywce RPMI nie zawiera wystarczajacej do
wzrostu bakterii P. gingivalis iloci zelaza i hemu. Wysianie komorek na plytki agarowe z
krwig, gdzie zrodtem zelaza i hemu jest hemoglobina, pozwala na wzrost tylko tych bakterii,
ktdre byly obecne w formie zywej w probie przed ich wysianiem i nie zwiekszy liczby komoérek
w przeciwienstwie do tego, co pisze Doktorantka ,,..., ze ewentualny niedobdr zelaza we
wspolnym biofilmie powinien zosta¢ zniwelowany podezas testu CFU, w ktérym zawiesina

komorek wysiewana jest na szalki z krwawym agarem z dodatkiem heminy”.

Pomimo wlasciwego przedstawienia uzyskanych wynikéw, ich wysokiej wartosci naukowej
oraz szerokiej dyskusji, Recenzent prosi o dodatkowe, krétkic ustosunkowanie sie¢ Doktorantki
do kilku pytan nasuwajacych si¢ po lekturze ocenianej pracy doktorskiej, glownie w celu

wyjasnienia kilku kwestii i podsumowania dyskusji zawartej w pracy doktorskiej:

1. We wstepie na str. 30 Doktorantka pisze: ,,Biofilm C. albicans tworzony jest przez komérki
mikroorganizméw osadzonych na wytworzonej przez siebie strukturze zwanej macierza
(matrix) biofilmu.”, a na str. 32: , Komorki tworzace biofilm, w trakcie jego dojrzewania,
wytwarzajg w przestrzeni miedzykomorkowej macierz biofilmu, ktéra buduje swego rodzaju
rusztowanie dla osadzonych w niej komorek...” Doktorantka w calej pracy uzywa
sformulowania ,,macierz”/,,matrix” biofilméw mono- i dwugatunkowych w przypadku
analizy biofilmu. Metoda otrzymywania takich preparatdw opisana na str. 53 i 54 i raczej
sugeruje, ze s3 to komorki mikroorganizméw uzyskane po ich odptukaniu, a pdzniej
sonikowane. Czy w sktadzie preparatow biofilméw analizowanych w tej pracy znajduja si¢
komorki razem z macierza pozakomorkowa ? Recenzent zaklada, ze tak, ale nie jest to do
korica jasne, o czym $wiadcza m.in. uwagi cz¢éciowo wskazane ponizej.

2. Na str. 102 Doktorantka pisze: ,,Kontakt z FBS wzmacnia poziom sekrecji do macierzy
biatek zwigzanych z odpowiedzig na stres, ...” Jesli za ,,macierz” przyjmie sie odplukane i

poddane sonikacji komorki, to w jaki sposéb mozna zanalizowaé biatka poddawane



.,sekrecji do macierzy”, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa czy katalaza - czy w uzyskanych
preparatach biofilmdéw zawarta jest tez macierz pozakomoérkowa ?

3. Na str. 91 na Rysunku 12 rdéznice istotng statystycznie, ale dla wartosci odwrotnych w
przypadku pomiaru gestoscei optycznej 1 biomasy biofilmu analizowanej poprzez barwienie
fioletem krystalicznym, wykazano dla mutanta efg/A/A (z uposledzonym strzgpkowaniem)
tworzacego biofilm razem z bakteriami P. gingivalis. Czym to moze by¢ spowodowane ?
Dlaczego tylko w tym przypadku gesto$¢ optyczna nie koreluje z biomasg ? Czy ma to tylko
zwigzek z tym, ze szczep ten bedgc skladnikiem biofilmu jest niewrazliwy na dzialanie
gingipain (str. 92, Rys. 13) ? Dalej na str. 95 Doktorantka pisze: ,,dzialajgce enzymy moga
przyczynia¢ sie do zmniejszonej zywotnosci drozdzakéw efg/A/A w nadsaezu, ...,
wskazujac na ich wrazliwos¢ na dziatanie gingipain, w przeciwienstwie do komorek
pozostajacych w biofilmie” (Rysunek 16). Jaki moze by¢ inny mechanizm takiego efektu ?

4. Recenzent prosi o wyjasnienie sformutowania na str. 156: ,,Zmiany w CFU P. gingivalis ze
znacznym spadkiem liczby zywych komorek bakteryjnych po zakléceniu prawidlowej
organizacji mannanoéw i glukanow wskazuja, ze mannany i cala struktura matrix sa
niezbedne bakteriom do ich przezycia i moga spelniaé¢ role protekcyjng wzgledem tych
beztlenowych patogendéw.” Czy w tym zdaniu chodzi o ,,mannany” 1 ,,struktur¢ matrix” C.
albicans 7 Co Doktorantka ma na mysli pod pojeciem ,roli protekcyjnej wzgledem
beztlenowych patogendw ?

5. Co oznacza sformulowanie ,niespecyficznosé” na str. 136 (Rysunek 26), str. 140 (Rysunek
29), str. 144 (Rysunek 34) ? Pomocne byloby umieszczenie takiego wyjasnienia pod
rysunkami.

6. Gdzie bedg zdeponowane dane z analizy proteomicznej ?

7. Na czym polegaly ,,trudnosci techniczne” podczas ,,syntezy przeciwcial” (str. 135) ?

Zasadniczo zadaniem Recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. W przypadku mgr
Magdaleny Surowiec nie mozna jednak poming¢ catego dorobku naukowego, ktéry obejmuje
6 prac (opublikowanych m.in. w czasopismach Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, Yeast, Journal of Fungi), w ktorych Doktorantka jest wspotautorem. Dlatego tez,
pomimo ze wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej nie zostaly jeszcze opublikowane,
zaréwno wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej oraz pozostaty opublikowany dorobek
naukowy Doktorantki, niezwigzany bezposrednio z tematyka rozprawy doktorskiej, oceniam

wysoko.



W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Magdaleny Surowiec pod wzgledem naukowym spelnia zwyczajowe wymagania stawiane
pracom doktorskim. Takze pod wzgledem formalnym rozprawa ta spelnia warunki okreslone
w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.). Dlatego tez, wnosze do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszezenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne.
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