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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Widziolek-Pooranachandran pt. ,,In vitro
and in vivo modelling of the pathogenicity of Porphyromonas gingivalis”

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Widziolek-Pooranachandran  zostata
zrealizowana w laboratorium Uniwersytetu Jagielloniskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Jana
Potempy oraz w laboratorium Uniwersytetu w Sheffield pod kierunkiem prof. Craig’a
Murdoch’a. Tematyka podjeta w pracy doktorskiej przez Doktorantkg wpisuje sig¢ w nurt
nowoczesnych badafh nad patogeneza chordb przyzebia, ze szczegdlnym uwzglednieniem
gldwnego czynnika etiologicznego tych chordb, czyli bakterii Porphyromonas gingivalis.
Rozprawa doktorska to 162 strony drukowanego tekstu wraz z rysunkami i tabelami oraz
zalycznik w wersji elektronicznej. Zawiera ona wszystkie elementy wymagane dla tego typu
prac, zamieszczone we wiasciwym uktadzie. Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke
swojej pracy doktorskiej spisem tresci, szczegétowym spisem stosowanych skrotéw oraz
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Obszerny wstgp stanowi bardzo szczegdtowe
wprowadzenie do tematyki pracy badawczej, oparte o 305 pozycji literaturowych. Ta czgs¢
pracy doktorskiej stanowi podstawe do przygotowania dobrej pracy przegladowej,
porzadkujacej aktualng wiedze dotyczaca udziatu czynnikéw wirulencji bakterii P. gingivalis
w chorobach przyzgbia, ze szezegdlnym uwzglgdnieniem gingipain. Co istotne, praca
doktorska zawiera takze opis nowego modelu badawczego, wykorzystanego po raz pierwszy
przez Doktorantk¢ do badania patogennodci bakterii P. gingivalis. Kolejne rozdziaty,
Materiaty i metody, Wyniki oraz Dyskusja, pomimo zaprezentowania w nich ogromnej liczby
metod i uzyskanych wynikow, przedstawione sg w sposdb przejrzysty, umozliwiajacy
wiaciwa oceng pracy doktorskiej. Pismiennictwo obejmuje 404 pozycje literaturowe, z
ktérych wigkszos¢ to doniesienia z ostatnich lat, §wiadczace o wysokiej wartosci i aktualnosei
badanego problemu naukowego.

Gloéwnym celem pracy doktorskiej byla charakterystyka patogennosci bakterii P.
gingivalis w odniesieniu do ich udziatlu w rozwoju chordb uktadowych. Szczegdlowe cele

obejmowaly badania nad oddziatywaniem bakterii ze $rédbtonkiem naczyn krwionosnych




oraz komoérkami uktadu immunologicznego gospodarza, a takze nad rolg wybranych
sktadnikéw sekrecyjnego systemu T9SS w oddziatywaniu bakterii P. gingivalis z komérkami
gospodarza. Do realizacji celu pracy doktorskiej mgr Magdalena Widziotek-Pooranachandran
wykorzystata réznorodne doswiadczenia, w tym badania in vivo przeprowadzone na nowym
modelu badawczym z wykorzystaniem danio pregowanego oraz badania in vitro z
wykorzystaniem komoérek uktadu immunologicznego oraz komérek s$rédblonka. Zatozone
cele pracy doktorskiej zdaniem Recenzenta zostaty calkowicie zrealizowane.

W rozdziale Materiaty i metody mgr Magdalena Widziotek-Pooranachandran
szczegétowo i w sposdb przejrzysty przedstawita odczynniki, materiaty, sprzet oraz techniki i
metody zastosowane podczas realizacji pracy doktorskiej. Na szezegdlng uwage zastuguje
optracowanie i szczegélowy opis podstaw badania patogennosci bakterii P. gingivalis z
wykorzystaniem nowego modelu badawczego w oparciu o danio pregowane. Swiadczy to nie
tylko o pracowitosci Doktorantki, ktora poprzez realizacjg tego aspektu pracy doktorskiej data
podstawy do dalszych badafi, ale przede wszystkim o determinacji w zglebianiu wiedzy i
dazeniu do nowych odkryé. Zastosowanie interdyscyplinarnych metod i technik, m.in. z
zakresu biologii molekularnej, biochemii, mikrobiologii, hodowli bakteryjnych i
komorkowych, mikroskopii, do§wiadczen wykonanych w warunkach in vitro oraz in vivo,
swiadczy nic tylko o dobrej wiedzy teoretycznej Doktorantki, ktéra do realizacji
postawionych zadan potrafi sama dobra¢ lub zastosowaé wskazane przez innych odpowiednie
metody badawcze, ale takze o nabytych, szerokich umiej¢tnosciach praktycznych.
Warto$ciowe jest takze prowadzenie badan w kilku o$rodkach naukowych, umozliwiajace
wykorzystanie nie tylko dostgpnych w nich sprze¢téw i technik, ale takze skorzystanie z
wiedzy osob w nich pracujacych. Z pewnoscig wplyneto to korzystnie na warto$é uzyskanych
wynikéw, o czym Swiadczy juz opublikowana praca, zawierajaca czesé wynikéw pracy
doktorskiej.

W obszernym rozdziale Wyniki, uzupelnionym przez dane zawarte w zatgczniku w
wersji elektronicznej, Recenzent nie zauwazy! bledéw merytorycznych, a uzyskane wyniki s3
przedstawione w sposob pozwalajacy na ich prawidtows oceng. Kazdy z rozdzialéw koriczy
si¢ krétkim podsumowaniem, co ulatwia ocen¢ tak duzej liczby wynikéw. Praca doktorska
zawiera wiele cennych wynikéw naukowych, z ktérych ogromna czg$é to dane nowe,
wnoszjce istotny wkiad w dziedzing dalszej charakterystyki podstaw patogennoéci bakterii P.
gingivalis. Co istotne, cz¢$¢ z tych wynikéw zostata juz opublikowana, czyli zostata poddana
dogtebnej ocenie przez specjalistycznych recenzentéw czasopisma Scientific Reports (5-letni

IF=4,796). Do najwazniejszych osiggnig¢ przedstawionych w pracy doktorskiej Recenzent



zalicza opracowanie podstaw nowego modelu badawczego chordb przyzebia =z

wykorzystaniem danio prggowanego wraz z nowoczesnymi technikami mikroskopowymi,

umozliwiajgcymi ocen¢ oddziatywania patogen-gospodarz w czasie rzeczywistym, zwlaszcza

w odniesieniu do udzialu bakterii P. gingivalis w rozwoju choréb ukiadu sercowo-

naczyniowego. Na szczegdlng uwage zdaniem Recenzenta zastuguja nastgpujace osiggnigcia:
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6)

Potwierdzenie réznic w wirulencji szczepéw bakterii P. gingivalis z wykorzystaniem
nowego modelu badawczego; pomimo, iz takie rdznice opisano juz weczesniej,
Doktorantka wykazuje je po raz pierwszy w nowym modelu badawczym, dajac tym
samym podstawy do dalszych badan;

Potwierdzenie istotnego udzialu gingipain, zardbwno w formie aktywnych enzymoéw, jak
i nieaktywnych enzymatycznie bialek, posiadajgcych domeny HA, jako glownego
czynnika wirulencji bakterii P. gingivalis w rozwoju chordb sercowo-naczyniowych;
takie dane zostaly juz w duzej czgsci opublikowane, ale Doktorantka po raz pierwszy
przedstawia je w nowym modelu badawczym, opracowujac w ten sposéb podstawy do
dalszych do$wiadczen;

Wykazanie udzialu gingipain w przezywaniu bakterii P. gingivalis w komérkach uktadu
immunologicznego danio prggowanego oraz ich rozprzestrzeniania si¢ w badanym
organizmie; wiele doniesienn naukowych wskazuje na istotno$¢ gingaipin w tym
aspekcie, ale wyniki uzyskane w tej pracy doktorskiej gruntuja te doniesienia i
umozliwiaja dalsze szczegdtowe badania;

Wykazanie mechanizmu oddziatywania bakterii P. gingivalis z komdrkami srédblonka
w badaniach in vitro z wykorzystaniem komérek oraz in vivo z wykorzystaniem danio
pregowanego, rowniez w formie zmodyfikowanych, transgenicznych organizméw;
wyniki uzyskane z tych do$wiadczen stanowig dobrg podstawg do przedstawienia
bardzo prawdopodobnej hipotezy mechanizmu destrukcyjnego dziatania gingipain na
komorki srédbtonka naczyn, prowadzacego w efekcie koncowym do zaawansowania
chordb uktadu sercowo-naczyniowego;

Wykazanie wyzszosci modelu z wykorzystaniem danio pregowanego nad innymi
modelami w badaniach nad udzialem bakterii P. gingivalis w rozwoju choréb uktadu
sercowo-naczyniowego, a takze zaangazowania w ten proces gingipain;

Wykazanie udzialu skladnikéw sekrecyjnego systemu T9SS, ze szczegdlnym
uwzglednieniem biatka Sov, w unikaniu przez bakterie P. gingivalis efektywnego

dziatania komorek uktadu immunologicznego gospodarza, w tym fagocytozy i



wewngtrzkomdrkowej eliminacji w modelu in vitro z wykorzystaniem komérek oraz in
vivo z wykorzystaniem danio prggowanego.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka krytycznie ocenia uzyskane wyniki i ich

potencjalne znaczenie, szeroko odnosi si¢ do wiedzy dostgpnej w literaturze, a takze wskazuje

na konieczno$¢ dalszych badan. Pomimo przejrzystego przedstawienia uzyskanych wynikéw

oraz dogltebnej dyskusji, Recenzent prosi o dodatkowe, krétkie ustosunkowanie sie

Doktorantki do kilku pytan nasuwajacych si¢ po lekturze ocenianej pracy doktorskiej,

glownie w celu poszerzenie dyskusji zawartej w pracy doktorskiej:

D

2)
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3)

Doktorantka opisuje wprawdzie gtéwne zalety i wady nowego modelu badawczego, ale
Recenzent nadal ma watpliwosci dotyczace wykorzystania go w badaniach odpowiedzi
immunologicznej czlowicka na obecnos$é bakterii P. gingivalis. Dlatego tez, prosi o
bardziej szczegbtowe wyjasnienie najwazniejszych ograniczen podczas oceny stopnia
zaawansowania infekcji wywotanych przez bakterie P. gingivalis takze w rozwoju
innych chordb uktadowych w poréwnaniu do badan z wykorzystaniem modelu mysiego
oraz komoérek czlowieka ?

Analiza oddziatywania bakterii P. gingivalis z makrofagami zostata przedstawiona w
modelu in vitro na komérkach linii RAW 264.7. Jak sama Doktorantka zaznacza,
oddziatywanie bakterii z komérkami gospodarza bylo specyficzne dla makrofagow
(Rys. 34), gdyz nie zaobserwowano rbznic w oddzialywaniu z keratynocytami. W
dalszych do$wiadczeniach wykazano réznice w produkcji wybranych cytokin przez
makrofagi (Rys. 38). Dane literaturowe pokazuja, ze w oddzialywaniu bakterii z
makrofagami, w tym takze bakterii P. gingivalis, istotne jest pochodzenie makrofagéw
oraz ich polaryzacja. Czy w badaniach wstgpnych scharakteryzowano fenotyp
makrofagéw i czy wykorzystano inne makrofagi ?

Doswiadczenia, w ktérych wykorzystano znakowane fluorescencyjnie bakterie P.
gingivalis, pozwalajg na obserwacj¢ znakowanych bakterii w komérkach gospodarza
(m.in. bakterie przygotowane wedtug protokotdéw opisanych w rozdziale 7.2.18 i
7.2.20). Czy w takich dos$wiadczeniach mozna tak samo oceniaé nowe komoérki
bakteryjne, replikujace sig w komoérkach gospodarza ?

Czy opracowany nowy model badan in vivo z wykorzystaniem szczepu bardziej i mniej
wirulentnego umozliwia stwierdzenie, ktére geny - ich obecno$é lub brak w tych
szczepach - mogg by¢ odpowiedzialne za te réznice ? Czy tylko fimbrie ?

Bakterie P. gingivalis w postaci zmodyfikowanego szczepu AK/R-ab (szczep

pozbawiony mozliwosci produkcji gingipain) maja wigkszg tendencje do tworzenia



agregatdbw w poréwnaniu z pozostatymi badanymi szczepami (Rys. 30 D i 30D’, str.
108; SEM). Jednak na Rys. 31 (str. 109; TEM) taki efekt jest juz duzo mniej widoczny.
Czy za ten efekt odpowiada tylko fizyczny brak gingipain lub biatka Sov w mutantach
bakterii P. gingivalis i spowodowana tym zmiana struktury i wiasciwosdci btony
zewngtrznej 7

6) Jakie mogg by¢ przyczyny faktu, ze brak aktywnego genu sov zmienia architekturg
blony zewngtrznej (co jest czgsciowo zrozumiale ze wzgledu na brak stosunkowo
duzego biatka w strukturze tej blony), ale nie wptywa na produkcje pecherzykéw btony
zewngtrznej ?

Pod wzglgdem merytorycznym i edytorskim praca doktorska jest napisana bardzo
dobrze, a nieliczne bigdy edytorskie i jgzykowe oraz niejednolity styl przedstawienia pozycji
literaturowych nie wptywajg na jej warto§¢ merytoryczng. Dlatego tez, Recenzent nie
wymienia ich szczegbtowo, zwlaszcza, ze w czgsci zostaty one juz zauwazone i nie pojawity
si¢ w opublikowanej pracy. Poza tym, praca doktorska napisana jest w jezyku angielskim,
dlatego tez Recenzent nie przytacza konkretnych przyktadéw, pozostawiajgc ten aspekt
osobom bardziej kompetentnym.

Zasadniczo zadaniem Recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. W przypadku mgr
Magdaleny Widziotek-Pooranachandran nie mozna jednak pomingé calego dorobku
naukowego, ktéry obejmuje 3 prace, w tym pracg zawierajaca cz¢$¢ wynikéw uzyskanych
podczas realizacji pracy doktorskiej, opublikowane w bardzo dobrych czasopismach
naukowych. Dlatego tez, zaréwno wyniki przedstawione w pracy doktorskiej i opublikowanej
pracy oraz pozostaty opublikowany dorobek naukowy Doktorantki, niezwigzany z tematyka
rozprawy doktorskiej, oceniam bardzo wysoko.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Magdaleny Widziotek-Pooranachandran pod wzgledem naukowym catkowicie spelnia
zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Takze pod wzgl¢dem formalnym
rozprawa ta spetnia wymogi Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r., z péZniejszymi zmianami z dnia
30 pazdziernika 2015 roku. Dlatego tez, wnosz¢ do Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ naukows uzyskanych wynikéw oraz opublikowanie
juz czgsci wynikéw w bardzo dobrym czasopiémie naukowym wnioskuje¢ o wyréznienie
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Widziotek-Pooranachandran stosowng nagrods.
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