WYDZIAL BIOTECHNOLOGII

PRACOWNIA BIOLOGII MEDYCZNEJ
ul Joliot-Curie 14a
50-383 Wroctaw

4
Y]
-+
S
i
(\Y}
2
(S
D

Wroctawski

www.biotech.uni.wroc.pl

Prof. dr hab. Teresa Olczak Wroctaw, 16.06.2020 r.
Tel. 71 3752 612
E-mail: teresa.olczak@uwr.edu.pl

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Bartnickiej pt. ,,Protekcyjna rola komérek
Candida albicans wzgledem bakterii Porphyromonas gingivalis formujacych biofilm
mieszany wystepujacy w schorzeniach przyzebia”

Rozprawa doktorska mgr Dominiki Bartnickiej zostala zrealizowana w Zakladzie Biochemii
Poréwnawczej i Bioanalityki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Rgpata-Kozik. Promotor Doktorantki od
wielu lat zajmuje si¢ badaniami skoncentrowanymi m.in. na mechanizmach zwigzanych z
infekcjami z udzialem Candida albicans. Tematyka podjeta w pracy doktorskiej przez
Doktorantke stanowi ich kontynuacje i wpisuje si¢ w nurt nowoczesnych badan nad patogeneza
choréb jamy ustnej, zwracajgc szczegdlng uwage na problem mieszanych infekeji bakteryjno-
drozdzowych.

Rozprawa doktorska to 204 strony drukowanego tekstu wraz z rysunkami i tabelami.
Zawiera ona wszystkie elementy wymagane dla tego typu prac, zamicszczone we wlasciwym
ukladzie. Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke swojej pracy doktorskiej spisem
tresci, szczegdtowym spisem stosowanych skrotow i symboli oraz streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim. Obszerny wstep stanowi bardzo szczegétowe wprowadzenie do tematyki
pracy badawczej. Kolejne rozdziaty, Materiaty i metody, Wyniki oraz Dyskusja, pomimo
zaprezentowania w nich ogromnej liczby metod i uzyskanych wynikéw, przedstawione sa w
sposob umozliwiajagcy wilasciwg oceng pracy doktorskiej. Chociaz zdaniem Recenzenta,
pomocne bytoby zamieszczenie krétkich podsumowan uzyskanych wynikow na koricu kazdego
podrozdziatu opisujgcego wyniki. Pismiennictwo obejmuje 329 pozycji literaturowych, z
ktorych wigkszos¢ to doniesienia z ostatnich lat, $wiadczgce o wysokiej wartosci i aktualnosci
badanego problemu naukowego. Praca zawiera takze spis opublikowanych prac, w ktorych
Doktorantka jest wspolautorem, a takze zalacznik opisujacy doswiadczenia niewchodzgce w
sktad pracy doktorskiej, ale ulatwiajace odniesienie si¢ do uzyskanych w pracy doktorskiej
wynikow. Zdaniem Recenzenta zawarto$¢ tej pracy jest tak obszerna, ze moglaby stanowié

podstawe dwoch prac doktorskich, zwlaszcza, ze czes¢ wynikdéw juz zostata opublikowana.
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Swiadczy to o duzej pracowitosci Doktorantki i zaangazowaniu w dazeniu do pelnego
zrozumienia badanych proceséw.

Glownym celem pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizmu wzajemnych oddziatywan
zachodzacych pomiedzy C. albicans 1 Porphyromonas gingivalis, przede wszystkim w procesie
tworzenia biofilmu mieszanego i jego wplywu na rozwdj chordb przyzebia. Szczegdtowe cele
obejmowatly identyfikacj¢ bakteryjnych czynnikéw wirulencji istotnych dla tworzenia
biofilmu, analize drozdzowych czynnikéw wirulencji zaangazowanych w proces tworzenia
biofilmu, charakterystyke odpowiedzi modelowych komérek gospodarza w odpowiedzi na
kontakt z biofilmem bakteryjno-drozdzowym oraz analiz¢ odpowiedzi fibroblastow,
pozyskanych od oso6b zdrowych i chorych z chorobami przyzebia, na kontakt z biofilmem
drozdzowym. Zatozone cele pracy doktorskiej zdaniem Recenzenta zostaly w pelni
zrealizowane.

W rozdziale Materialy i metody mgr Dominika Bartnicka szczegétlowo i w sposob
przejrzysty przedstawita odczynniki, materialy, sprzet oraz techniki i metody zastosowane
podczas realizacji pracy doktorskiej. Zastosowanie szerokiego spektrum interdyscyplinarnych
metod i technik z zakresu hodowli bakteryjnych i komoérkowych, mikrobiologii, biologii
molekularnej, biochemii, mikroskopii, w tym doswiadczen wykonanych w warunkach in vitro
oraz in vivo, §wiadczy nie tylko o dobrej wiedzy teoretycznej Doktorantki, ktora do realizacji
postawionych zadan potrafi sama dobra¢ lub zastosowa¢ wskazane przez innych odpowiednie
metody badawcze, ale takze o nabytych, szerokich umiejetnosciach praktycznych.

W obszernym rozdziale Wyniki Recenzent nie zauwazyl bledéow merytorycznych, a
uzyskane dane, pomimo ogromnej liczby wynikéw, sa przedstawione w sposéb pozwalajacy
na ich prawidtowa oceng. Nawet jesli czasami zdjecia z mikroskopii fluorescencyjnej (np.
Rysunek 35 na str. 146 lub Rysunek 38 na str. 152) niezbyt dobrze oddaja rzeczywistosé
obserwowang pod mikroskopem, to braki te uzupetnia opis tych wynikéw. Drobne niescistosci
(np. na str. 129 stwierdzenie ,,Nastepnie przy wykorzystaniu ilosciowej metody Real-Time PCR
przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji gendéw ...”) nie wplywaja na wartos$¢
przedstawionych wynikéw. Chociaz cze$¢ uzyskanych wynikéw nie mozna zaliczy¢ do
innowacyjnych, to stanowia one bardzo cenng podstawe:do dalszych badan. Sg to dane
polegajace na opracowaniu metod badawczych, ktore moga by¢é wykorzystane do dalszych
doswiadczen lub wyniki z przesiewowych doswiadczen, w ktoérych zanalizowano odpowiedz
ré6znych komorek na czynniki bakteryjne i drozdzowe, pozwalajace w przysziosci na
skoncentrowanie si¢ na wybranych problemach badawczych. Recenzent tylko ma nadzieje, ze

nawet te wyniki, uznawane jako opracowanie metod lub uznawane jako tzw. wyniki ,,wstepne”



lub ,,negatywne”, tez zostang wilaczone w przyszlosci do publikacji. Cz¢$¢ wynikow
potwierdza, takze w zakresie prowadzonych przez Doktorantk¢ badan, réznice wynikajace z
rodzaju badanego szczepu P. gingivalis, a w przypadku C. albicans, formy drozdzaka. Co
wazne, praca doktorska zawiera wiele wartosciowych wynikow naukowych, z ktérych ogromna
cze$é to dane nowe, wnoszace istotny wklad w dziedzing dalszej charakterystyki podstaw
patogennosci P. gingivalis oraz C. albicans. Efektem tej pracy jest ogromna liczba wynikéw
opisujacych czynniki wykorzystywane przez bakterie oraz drozdze w mieszanych infekcjach,
ktore wystepuja nie tylko u 0séb chorych z chorobami przyzgbia, ale moga mie¢ znaczenie u
0s0b ze wspotistniejgcymi chorobami uktadowymi. Co wazne, czes$¢ z tych wynikow zostata
juz opublikowana, czyli zostata poddana doglebnej ocenie przez specjalistycznych recenzentéw
czasopism.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ przedstawionych w pracy doktorskiej Recenzent zalicza:

1) opracowanie metod tworzenia oraz weryfikacji biofilméw mieszanych w warunkach

tlenowych 1 beztlenowych, ztozonych z P. gingivalis i1 C. albicans;

2) wskazanie najbardziej istotnych dla tworzenia biofilméw mieszanych czynnikow

wirulencji produkowanych przez bakterie oraz drozdze;

3) analize odpowiedzi komoérek gospodarza (zardwno modelowych linii komdrkowych, jak

i komorek pozyskanych od osob zdrowych i chorych) na kontakt z biofilmem mieszanym.

W krétkim ich podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki pozwolily
Doktorantce na ogolne stwierdzenie, ze czynniki produkowane przez drozdze C. albicans moga
wspomaga¢ przezywalno$¢ bakterii P. gingivalis w mieszanym biofilmie bakteryjno-
drozdzowym, najprawdopodobniej przez ,ukrywanie” bakterii przed ukladem
immunologicznym gospodarza oraz wplyw na tworzenie warunkow beztlenowych.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka krytycznie ocenia uzyskane wyniki i ich potencjalne
znaczenie, szeroko odnosi si¢ do wiedzy dost¢gpnej w literaturze, a takze wskazuje na
koniecznos¢ dalszych badan. Podczas dyskusji Doktorantka odnosi si¢ takze do wiasnych
wynikéw uzyskanych w doswiadczeniach z wykorzystaniem mysiego modelu zwierzecego. Ta
czes$¢ badan (opisana w postaci zatgcznika) nie wchodzi w zakres whasciwej pracy doktorskiej,
ale uzyskane z nich wyniki uzupetniajg uzyskang wiedze¢ t ulatwiajag wyjasnienie podstaw
przedstawionego procesu patogenezy. Pomimo tak wielu podejs¢ badawczych oraz
analizowanych probleméw badawczych, a takze uzyskanej ogromnej liczby wynikéw, dyskusja
jest klarowna.

Pomimo przejrzystego przedstawienia uzyskanych wynikéw oraz doglebnej dyskusji,

Recenzent prosi o dodatkowe, krotkie ustosunkowanie sie¢ Doktorantki do kilku pytan



nasuwajacych sie po lekturze ocenianej pracy doktorskiej, gtéwnie w celu poszerzenie dyskusji
zawartej w pracy doktorskiej:

1) Na stronie 87 Doktorantka pisze: ,,Drozdzaki C. albicans mogg réwniez wchodzi¢ w
interakcje m.in. z bakteriami beztlenowymi, takimi jak F. nucleatum ....lub wrecz z
bezwzglednymi beztlenowcami, ktérymi sg bakterie P. gingivalis ...” W odniesieniu do
bakterii P. gingivalis zamiennie stosowane sg w literaturze pojecia ,,bakterie beztlenowe”
1 ,,bezwzgledne beztlenowce”. Recenzent uwaza, ze bakterie P. gingivalis wytworzyly
pewne mechanizmy, ktoére pozwalaja im na krotkotrwate przezycie w warunkach
tlenowych i prosi o takie przyktady.

2) Wyniki uzyskane z wykorzystaniem mutantow bakterii P. gingivalis pozbawionych
mozliwosci produkeji gingipain, chociaz réznigce si¢ w zaleznosci od metody tworzenia
biofilmu, czasu tworzenia biofilmu i warunkéw atmosferycznych, generalnie wskazujg
na istotne znaczenie tych enzymow w konkurowaniu o srodowisko podczas tworzenia
biofilmu przez bakterie P. gingivalis z C. albicans. Czy potencjalne zastosowanie
inhibitoréw gingipain odniostoby podobny skutek ?

3) Czgs¢ pracy skoncentrowana na odpowiedzi uktadu immunologicznego gospodarza na
obecnos¢ czynnikéw wirulencji produkowanych przez bakterie i drozdze jest, zdaniem
Recenzenta, najtrudniejsza do interpretacji. Przyczyng tego jest nie tylko rézna i czgsto
niejednoznaczna odpowiedz komoérek gospodarza w odpowiedzi na obecno$é bakterii i
drozdzy, wynikajaca np. z réznego stopnia zréznicowania i polaryzacji makrofagow.
Takze zréznicowana powierzchnia komérek mikroorganizmow, wynikajgca ze zmiany
sktadu biatkowego na powierzchni mutantow oraz rodzaj zastosowanego szczepu bakterii
lub formy drozdzakow wplywa na taka odpowiedz, co w czesci pokazuje w swojej pracy
Doktorantka. Czy taka mozliwos¢ moze mie¢ odzwierciedlenie np. w r6znej
zawarto$ci/skladzie nie tylko czesci biatkowej, ale takze cukrowej na powierzchni
mikroorganizmoéw, eksponowanej na rozpoznanie przez uklad immunologiczny
gospodarza ?

4) Dlaczego w badaniach poswigconych analizie wpltywu gléwnych czynnikéw wirulencji
C. albicans na tworzenie biofilmu mieszanego Doktorantka zastosowata tylko model
wspolny ? Podobny model zostal zastosowany takze w celu zbadania odpowiedzi
komorek gospodarza na czynniki wirulencji produkowane przez mikroorganizmy.

Pod wzgledem edytorskim praca doktorska jest napisana bardzo dobrze, a nieliczne bledy

nie wplywaja na jej warto$¢ merytoryczna. Poza tym, uzyskane wyniki zostaty juz i z pewnoscia



zostana przedstawione w wersji angloj¢zycznej. Dlatego tez, Recenzent nie wymienia ich
szczegdlowo.

Zasadniczo zadaniem Recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. W przypadku mgr
Dominiki Bartnickiej nie mozna jednak poming¢ catego dorobku naukowego, ktéry obejmuje
8 prac, w tym 3 prace zawierajagce znaczaca czg¢$¢ wynikow uzyskanych podczas realizacji
pracy doktorskiej, opublikowane w bardzo dobrych czasopismach naukowych. Dlatego tez,
zardwno wyniki przedstawione w pracy doktorskiej i juz czeSciowo opublikowane, a takze
pozostaty opublikowany dorobek naukowy Doktorantki, niezwigzany z tematykg rozprawy
doktorskiej, oceniam bardzo wysoko.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Dominiki Bartnickiej pod wzgledem naukowym catkowicie spetnia zwyczajowe wymagania
stawiane pracom doktorskim. Takze pod wzgledem formalnym rozprawa ta spelnia warunki
okreslone w artykule 13 Ustawy o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r., z pézniejszymi zmianami. Dlatego tez, wnosze
do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na warto$¢ naukowa wynikéw oraz opublikowanie juz czgsci wynikow
uzyskanych w ramach pracy doktorskiej, wnioskuje o wyr6znienie rozprawy doktorskiej mgr

Dominiki Bartnickiej stosowng nagroda.
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