UNIWERSYTET MARII CURIE-SKLODOWSKIEJ W LUBLINIE
U M ' S Instytut Nauk Biologicznych

x  x Prof. dr hab. Matgorzata Cytrynska | Z-ca DYREKTORA

*
*
*

Ocena rozprawy doktorskiej
pt. ,,Protekcyjna rola komorek Candida albicans wzgledem bakterii Porphyromonas
gingivalis formujacych biofilm mieszany wystepujacy w schorzeniach przyzebia”
przedstawionej przez Paniag magister DOMINIKE BARTNICKA

Jama ustna stanowi niezwykle skomplikowany ekosystem, w ktorym bytuje ponad 700
gatunkow bakterii zdolnych oddzialywa¢ migdzy sobg, formujac biofilmy, a takze z
komorkami gospodarza. Zaburzenie rownowagi tego ekosystemu moze prowadzi¢ do rozwoju
standw zapalnych przyzgbia. Do drobnoustrojéw zaangazowanych w te procesy nalezg
beztlenowe bakterie Porphyromonas gingivalis dysponujace szeregiem czynnikow wirulencji,
jak fimbrie, gingipainy, czy deiminaza peptydyloargininowa. Czgstym sktadnikiem
mieszanych biofilméw sg tez drozdzaki Candida albicans, nalezace do komensalnej
mikroflory jamy ustnej. Dzigki dziataniu czynnikéw wirulencji, takich jak adhezyny, czy
sekrecjonowane proteazy aspartylowe, C. albicans ma wptyw zar6wno na zachowanie si¢
innych komponentéw mikroflory, jak i na komorki gospodarza.

Bioragc pod uwage mozliwo$¢ wystgpowania P. gingivalis i C. albicans jako
sktadnikow mieszanego biofilmu, Doktorantka podjeta si¢ niezwykle ambitnego zadania
okreslenia wzajemnych interakcji zachodzacych miedzy tymi drobnoustrojami w biofilmie,
roli wybranych czynnikéw wirulencji obu patogendw w tych interakcjach, a takze wptywu
biofilmu mieszanego na komorki gospodarza, na przyktadzie keratynocytow, makrofagow
oraz fibroblastow. W tym jakze szerokim podejsciu wykorzystano, w roznych konfiguracjach,
szereg mutantdow bakteryjnych 1 drozdzowych pozbawionych mozliwosci wytwarzania
poszczegbdlnych czynnikdéw wirulencji. Na podkreslenie zastuguje fakt opracowania trzech
modeli formowania biofilmu mieszanego, ktore, do pewnego stopnia, moga odzwierciedla¢
warunki in vivo: (i) modelu, w ktérym C. albicans wchodzi w interakcje¢ z dojrzatym
biofilmem bakteryjnym, (ii) modelu, w ktérym P. gingivalis oddzialuje z dojrzatym
biofilmem drozdzowym oraz (iii) modelu wspolnego, kiedy oba mikroorganizmy

jednoczesnie zasiedlajg powierzchnie. Badania biofilmow przeprowadzano w warunkach
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tlenowych oraz beztlenowych. Przeanalizowano zywotno$¢ i poziom adhezji obu patogenow

w biofilmach i zobrazowano sposob ich wzajemnego potozenia w tych strukturach.

Przebadano rowniez efekt oddziatywania biofilméw mieszanych na poziom ekspresji genow

wybranych cytokin i chemokin w keratynocytach, makrofagach i fibroblastach. Co istotne, w

przypadku fibroblastow analizie poddano komorki uzyskane od os6b zdrowych oraz

pacjentoOw z chorobami przyzgbia.

Recenzowana praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich, liczy 204 strony (w
sumie 7 rozdzialow, w tym Appendix). Zawiera obszerny spis literatury (329 pozycji), wykaz
skrotow oraz streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim. W pracy zamieszczono 42 rysunki
oraz 4 tabele. We Wstepie Doktorantka scharakteryzowata infekcje bakteryjne jamy ustnej, ze
szczegdlnym uwzglednieniem roli czynnikow wirulencji P. gingivalis w rozwoju chorob
przyzgbia, udziat czynnikéw wirulencji C. albicans w powstawaniu zakazen jamy ustnej oraz
odpowiedz komorek nablonkowych, leukocytow polimorfojadrzastych 1 fibroblastow na
infekcje wywotywane przez tego drozdzaka. Zagadnienia te zostaly zaprezentowane w sposob
kompetentny, §wiadczacy o bardzo dobrej znajomosci literatury w zakresie podejmowanych
badan. Cele pracy, zarowno cel gtowny, jak i cele szczegdlowe zostaly dobrze sprecyzowane.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke zostaly szczegotowo przeanalizowane na 73
stronach rozprawy. Wykazano, mi¢dzy innymi, ze:

(i) stabilny biofilm formowany jest przez P. gingivalis z forma strzepkowa C. albicans,

(i) komorki C. albicans wytwarzajgce strzepki oraz bakterie wytwarzajgce fimbrie sg
najbardziej podatne na formowanie biofilmu mieszanego, szczegdlnie w warunkach
beztlenowych,

(iii) kontakt P. gingivalis z biofilmem C. albicans dziata stymulujagco na przezywalnos¢
bakterii, zwtaszcza w warunkach tlenowych,

(iv) gingipainy biorg udzial w regulacji formowania biofilmu mieszanego, o czym moze
swiadczy¢: obnizenie zdolnosci tworzenia biofilmu przez mutanta P. gingivalis
pozbawionego gingipain i spadek adhezji C. albicans do dojrzatego biofilmu

utworzonego przez tego mutanta,
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(v) adhezyny Als3 i Hwpl oraz proteinazy aspartylowe Sap4-6, Sap8, Sap9-10 C. albicans,
a takze deiminaza peptydyloargininowa P. gingivalis odgrywaja wazng rolg w
formowaniu biofilmu mieszanego,

(vi) poziom ekspresji genow kodujacych IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 i TNF-a w
keratynocytach oraz makrofagach poddanych kontaktowi z mieszanym biofilmem ulega
zmianom, w zaleznosci od mutanta bakteryjnego oraz czasu kontaktu — generalnie
mieszana infekcja powoduje wzrost ekspresji genéw mediatoréw stanu zapalnego W
keratynocytach, natomiast w makrofagach powoduje wzrost ekspresji genu dla IL-1p, a
spadek ekspresji pozostalych analizowanych gendéw, wskazujac na obnizong zdolno$¢
makrofagdw do odpowiedzi na mieszany biofilm,

(vii) fibroblasty od o0sob cierpigcych na choroby przyzebia sg stabiej kolonizowane przez
form¢ strzgpkowag C. albicans oraz sg mniej wrazliwe na stymulacje wybranymi
czynnikami wirulencji C. albicans niz fibroblasty od os6b zdrowych,

(viii) czynniki wirulencji C. albicans, szczegolnie proteazy Sap, mogg powodowac

réznicowanie fibroblastow w miofibroblasty.

Wyniki przedstawione w recenzowanej pracy wyraznie wskazuja na dzialanie
protekcyjne C. albicans wobec P. gingivalis w mieszanych biofilmach. Pokazujg rowniez
bezsprzecznie, jak bardzo skomplikowane sg zaleznosci miedzy oboma sktadnikami takiego
biofilmu. Z tego wzgledu, oméwienie wynikoéw statoby sie bardziej czytelne, gdyby kazdy
podrozdziat zakonczono krotkim akapitem podsumowujacym opisane w nim wyniki. Chociaz
w pelni zdaje sobie sprawe, ze przy zastosowanej ilosci wariantow nie bytoby to proste.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka podjeta si¢ nietatwego zadania odniesienia
uzyskanych wynikéw do oraz ich interpretacji w Swietle dostgpnych danych literaturowych.
Wykazata si¢ tu szerokim podejsciem do zagadnienia i dobrym zrozumieniem tematyki. Na
podkreslenie zashuguje fakt kontynuacji badan z wykorzystaniem modelu in vivo, ktorych
rezultaty przytoczone w Dyskusji potwierdzity obserwacje poczynione in vitro. Niemnigj
jednak, niedosyt budzi brak podsumowania wynikow rozprawy oraz zdefiniowania ptynacych

z nich wnioskow.
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Po analizie cato$ci pracy, nasuwa si¢ pytanie: Czy, biorgc pod uwagg, ze C. albicans ma
protekcyjny wptyw na P. gingivalis, mozna zaktada¢, ze eliminacja tego drozdzaka z jamy

ustnej mogtaby przyczynié si¢ do zwalczania chorob przyzebia?

Jak zazwyczaj, podczas czytania rozprawy pojawily sie¢ pewne watpliwosci, o
wyjasnienie ktorych prosze Doktorantke:

- Materiaty i Metody, str. 66-67, punkt 3.2.1.6 — Na jakiej podstawie okreslano wtasciwosci
adhezyjne bakterii i drozdzy w biofilmie? Zaktadajac, ze w biofilmie moga znajdowac si¢
zardbwno komorki zywe, jak i martwe, mozna by sadzi¢, ze barwienie drozdzy Calcofluor
White, pokazuje raczej zawartos¢ tych komorek w biofilmie. Wzrost poziomu fluorescencji
moze wskazywac¢ na wigkszg ilos¢ komorek, niekoniecznie na wigksza zdolnos¢ do adhez;ji.
Czy obecnos¢ martwych komorek pozostajacych w obrebie biofilmu mogla mie¢ wpltyw na
uzyskane wyniki?

- Materiaty 1 Metody, str. 67, punkt 3.2.1.8 — Jesli XTT nie dostaje si¢ do wngtrza komorek, to
w jaki sposob mozliwa jest ,redukcja XTT do pochodnych formazanu dzigki dziataniu
oksydoreduktaz mitochondrialnych i dehydrogenaz w aktywnych metabolicznie komérkach”?
- Materiaty 1 Metody, str. 75, punkt 3.2.3.5 — Jaki wplyw na wzrost bakterii i drozdzy maja
rozne podtoza do hodowli komorek ludzkich (DMEM, KBM-Gold, RPMI-1640) — czy rozny
sktad tych podt6z mogt mie¢ wpltyw na uzyskane rezultaty?

- Wyniki, str. 107 — Czy eliminacja gingipainy RgpB jest jako$ rekompensowana, np. przez
wzrost ekspresji gendw kodujacych pozostate gingipainy? Jesli one biorg udzial w adhez;ji,
wtedy wzrost formowania biofilmu méglby wynikaé ze zwigkszenia ich ilosci w biofilmie.

W trakcie analizy rozprawy doktorskiej zauwazylam tez pewne potknigcia, ktore nie
wplywaja na ocen¢ merytoryczng calosci pracy, jednakze z obowigzku recenzenta wymienig
niektoére z nich:

- W rozprawie przewijaja si¢ okreslenia typu ,,gatunck Candida”, ,,z gatunku Streptococcus”,
itp. (np. str. 28, 29, 31, 47, 157) — zapewne chodzito o ,,rodzaj Candida”, czy ,,z gatunkow

Streptococcus”, itp.,

ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin, www.umcs.lublin.pl

tel.: +48 81 537 50 89, fax: +48 81 537 59 01

e-mail: cytryna@poczta.umcs.lublin.pl NIP: 712-010-36-92
REGON: 000001353



UNIWERSYTET MARII CURIE-SKLODOWSKIEJ W LUBLINIE
U M ' S Instytut Nauk Biologicznych

* Prof. dr hab. Matgorzata Cytrynska | Z-ca DYREKTORA

*
*
*

- pelna dwuczlonowa tacinska nazwa gatunkowa powinna by¢ stosowana, gdy po raz
pierwszy podawana jest w tekscie; przy kazdym kolejnym uzyciu stosuje si¢ forme skrocona,
- W rozprawie pojawia si¢ okreslenie ,,produkcja” czy ,,nadprodukcja” i tu pada nazwa
analizowanego genu (np. str. 143, 166, 169, 170, 171, 172) - powinno by¢ ,,ekspresja”,

- Tabela 1 i 2 —,,Referencje” - po polsku ,,Zrodta” albo ,,Dane literaturowe”,

- rysunki — w niektorych brak objasnienia skrotow (np. Rys. 11 — j.w.; Rys. 40 — K, TGF),
brak wyraznego okre§lenia co stanowilo kontrole (np. Rys. 15, 16, 36), nieprawidiowe

oznaczenie osi (wykresy na Rys. 19 — powinno by¢ um zamiast pM).

W podsumowaniu oceny pragne podkresli¢, ze praca doktorska Pani magister
Dominiki Bartnickiej prezentuje wysoki poziom naukowy i stanowi istotny wklad w
wyjasnienie ztozonych zaleznosci miedzy drobnoustrojami w biofilmie mieszanym P.
gingivalis-C. albicans oraz oddziatywan takiego biofilmu z komorkami gospodarza. Praca jest
niewatpliwie kopalnig danych dotyczacych udziatu poszczegolnych czynnikow wirulencji P.
gingivalis i C. albicans w formowaniu dwusktadnikowego biofilmu.

Uwazam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani magister Dominiki
Bartnickiej pt. ,Protekcyjna rola komoérek Candida albicans wzgledem bakterii
Porphyromonas gingivalis formujacych biofilm mieszany wystgpujacy w schorzeniach
przyzgbia”, spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Art. 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym
wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

o dopuszczenie Pani magister Dominiki Bartnickiej do dalszych etapow przewodu

MCsprforstee—

doktorskiego.

Lublin, 19 czerwca 2020 r.
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