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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Czyzewskiej pt.: ,Biochemiczne i molekularne
cechy grzybow Malassezia pachydermatis izolowanych od pséw” wykonanej w
Zaktadzie Cytobiochemii Instytutu Biologii Uniwersytetu w Biatymstoku pod kierunkiem
Pana dr hab. Adama Michata Tylickiego, przy wspoétudziale promotora pomocniczego

Pana dr Marka Bartoszewicza.

Grzyby stanowig bardzo liczng grupe mikroorganizméw szeroko rozpowszechnionych
w réznorodnych niszach ekologicznych, wykazujgcg ogromng bioréznorodnosé. Szacuje
sie, ze na $wiecie wystepuje ok. 1,5 min gatunkdw, z czego tylko nieznaczna z nich cze$é
zostata opisana. Wiedza na ich temat wymaga statego uzupetniania. Wystepujg jako
saprofity w srodowisku naturalnym, wystepujg w najblizszym otoczeniu ludzi i zwierzat,
jak réwniez bezposrednio na lub w naszych organizmach. lzolowane sg z powierzchni
skory, bton Sluzowych réznych .ukfadéw, jako drobnoustroje komensalne. Mogg by¢
odpowiedzialne za powstawanie zakazen o réznej lokalizacji — powierzchniowe grzybice
skory, bton sluzowych oraz najpowazniejsze inwazyjne zakazenia uktadowe.

Z morfologicznego i klinicznego punktu widzenia grzyby dzielone sg na strzepkowe
(plesniowe) i drozdiopodobne. Zakazenia przez nie wywotywane majg najczesciej
charakter zakazenn oportunistycznych, s3 zwigzane z zaburzeniami funkcji ukfadu
immunologicznego, a tylko nieliczne gatunki uznane s za bezwzglednie patogenne.
Grzybice powierzchniowe mogg wystepowaé u 0séb z niedoborami odpornosci, jak i u
0séb immunokompetentnych, zas narzadowe o ciezkim przebiegu zagrazajgcym zyciu
pacjentéw mogg wystepowac u osob z niedoborami odpornosci. W ostatnich latach

obserwuje sie wzrost liczby tego typu zakazen powodowanych przez grzyby u pacjentéw



hospitalizowanych. Notowany wzrost rozpoznawanych grzybic zwigzany jest z postepem
terapii choréb nowotworowych, ale réwniez z postgpem w chirurgii, zwtaszcza w
dziedzinie transplantacji narzadéw oraz szpiku.

Grzyby z rodzaju Malassezia juz od dawna sg uznawane za skfadnik mikroflory skéry
u ludzi i zwierzat. S3 to grzyby drozdzopodobne, a ich charakterystyczng cechg jest
lipofilno$é. Wystepowanie objawéw chorobowych korelowane jest z zaburzeniami
metabolicznymi, hormonalnymi lub immunologicznymi gospodarza. Gatunek M.
pachydermatis to przyktad grzyba zoofilnego, a zwierzeta zwtaszcza psy i koty stanowig
rezerwuar dla cztowieka. U ludzi moze powodowaé tupiez pstry, zapalenie mieszkow

wtosowych.

Za cel pracy doktorskiej Pani mgr Urszula Czyzewska stawia sobie zweryfikowanie
sformutowanej hipotezy, ze wystepujg cechy roéinigce szczepy M. pachydermatis
pochodzgce od zdrowych i chorych zwierzat, co wskazuje na istnienie komensalnych, jak i
potencjalnie patogennych szczepdw w obrebie gatunku, poprzez udzielenie odpowiedzi
na pytanie czy istniejg réznice na poziomie biochemicznym i molekularnym pomiedzy
izolatami pochodzacymi od zdrowych i chorych pséw. Planuje zadania badawcze i w
pierwszym etapie zamierza utworzy¢ kolekcje szczepéw M. pachydermatis w dwdch
poréwnywanych miedzy sobg grupach. Nastepnie wykonanie badan w celu okreslenia
podobieristwa oraz pokrewiefstwa genetycznego szczepdw, aktywnosci enzymoéw
wewngtrzkomérkowych i fosfolipaz zewnatrzkomérkowych, profili lipidowych oraz
zawartosci kwaséw ttuszczowych, a takie okreélenia profili biatkowych. Co waine,
Doktorantka zwraca uwage na mozliwy aspekt praktycznego wykorzystania ewentualnie
wykazanych cech réznigcych szczepy jako potencjalnych markeréw patogennosci pod

katem diagnostycznym.

Recenzowana rozprawa doktorska zawiera rozdzialy typowe dla dysertacji
poznawczych: ,Wstep”, ,Cel pracy”, ,Materiaty i Metody”, ,Wyniki”, ,Dyskusja”,
,Whnioski”, ,Literatura”, ,Spis tabel i rycin”, ,Wykaz skrétéw”, ,Streszczenie” oraz
L,Summary”. Obejmuje tgcznie 150 stron maszynopisu, zawiera 30 tabel, 30 rycin oraz 168

pozycji pi$miennictwa, w znacznej czesci pochodzacego z ostatnich kilku lat.



W obszernym ,Wstepie” Autorka przedstawia klasyfikacje grzybéw z rodzaju
Malassezia, szczegétowq charakterystyke wybranych gatunkéw, z uwzglednieniem M.
pachydermatis bedacego przedmiotem zainteresowania i badan Doktorantki. Za
szczegblng ceche tych grzybéw drozdzopodobnych nalezy uznac ich lipofilny charakter. Na
tym tle M. pachydermatis wyrdinia sig, poniewaz do wzrostu na sztucznych podtozach
mikrobiologicznych nie wymaga zawartosci lipidéw. Nalezy zwréci¢é uwage na swoistg
strukture wielowarstwowej $ciany komaérkowej, grubszej i zawierajgcej znacznie wiekszy
odsetek lipidéow niz u innych grzybéw drozdzopodobnych, co podwyzsza odpornosé
Malassezia na czynniki chemiczne i fizyczne. Struktura s$ciany komérkowej tych
drobnoustrojéw stanowi istotny czynnik wirulencji, utatwiajgcy im adhezje do komdrek
gospodarza, a zarazem utrudniajgcy fagocytoze patogenu. Wiele miejsca Autorka
poswieca znaczeniu klinicznemu Malassezia. Niektére z gatunkéw w znacznym odsetku
mogg by¢ izolowane od zdrowych ludzi jak i od zwierzat. Wsréd stanéw chorobowych u
ludzi z potwierdzong etiologig lub domniemanym udziatem wyrdznia sie, jako pierwsze,
zakazenia skorne (fupiez pstry, zapalenie mieszkéw wtosowych), oraz jako drugie, zmiany
skorne, ktére ulegaja jedynie nasileniu w wyniku obecnosci tych grzybéw (tojotokowe i
atopowe zapalenie skdry, tuszczyca). Szczegdlnie niebezpieczne i coraz czesciej
stwierdzane s3 zakazenia inwazyjne, np. zakazenia krwi zwigzane ze stosowaniem
cewnikéw naczyniowych i zywienia pozajelitowego. Z kolei wsréd zwierzat, gtéwnie u
pséw, na pierwszy plan wysuwa sie M. pachydermatis, ktéra jest najczesciej izolowana ze
skory zdrowych osobnikéw, a takze ma udziat w podobnych schorzeniach jak inne gatunki
u ludzi — zapalenie ucha zewnetrznego, tojotokowe i atopowe zapalenie skéry. Gatunek
ten jest coraz czesdciej wigzany z przypadkami zakazen takze u ludzi. Doktorantka zwraca
uwage na zréznicowanie genetyczne, wielkos¢ genomu i liczbe genéw u poszczegdinych
gatunkéw Malassezia, co do niedawna byfo poznane w matym zakresie, w zaleznosci od
2r6dfa izolacji (osobniki zdrowe lub chore) oraz zréznicowanie biochemiczne, ktére tgcznie
sugerujg istnienie pewnych przystosowan na poziomie molekularnym i metabolicznym,
ufatwiajgcych proces infekcji jako potencjalnych czynnikéw wirulencji po stronie
drobnoustroju, a nie tylko sprzyjajgcych uwarunkowarn ze strony gospodarza. Dodatkowo
roznorodnosé przektada sie na aktywnos¢ lekdw wobec szczepéw Malassezia. Wartosci
MIC u M. pachydermatis pochodzacych od pséw chorych byty wyisze niz u szczepdw

wyizolowanych od pséw zdrowych w przypadku wiekszosci stosowanych lekéw. Powyzsze



moze byé wazne z klinicznego punktu widzenia. W tej czesci rozprawy nalezy podkreslic
dydaktyczny aspekt opracowania, dodatkowo wzbogaconego licznymi fotografiami
uzupetniajgcymi prezentowane tresci oraz tabelami przejrzyscie porzadkujgcymi

przedstawiane dane.

Cele pracy zostaty okre$lone w sposob czytelny, uzasadniajg waznos$¢ podijetych

badan.

W rozdziale ,,Materiat i metody” Autorka szczegdétowo opisuje sposdb przygotowania
kolekcji szczepéw M. pachydermatis, ich identyfikacje do gatunku, techniki biologii
molekularnej stosowane w genotypowaniu, analizie podobieristwa (RAPD-PCR) i
pokrewienistwa (ITS-RFLP) genetycznego szczepdw, opisuje metody biochemiczne
wykorzystywane do  okreslenia aktywnosci enzymdéw  wewngtrzkomdrkowych
(dehydrogenazy jabtczanowej, kinazy pirogronianowej, liazy izocytrynianowej),
aktywnosci enzymoéw zewngtrzkomérkowych (fosfolipazy), analizy komdrkowych profili
lipidowych metoda chromatografii cienkowarstwowej oraz zawartosci kwasow
ttuszczowych metodg chromatografii gazowej ze spektrometriag mas. W badaniach
dotyczgcych pordwnywania i analizy profili biatkowych prezentuje metodyke
jednokierunkowe] elektroforezy denaturujgcej oraz elektroforezy dwukierunkowej z
wykorzystaniem identyfikacji poszczegdlnych biatek metoda chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowg spektrometria masowg (LC-MS/MS). W tym miejscu nalezy
zwrdcic szczegdlng uwage na interdyscyplinarny asortyment metod, ktérymi postuguje sie
Badaczka, co wskazuje na duzy juz rozwdéj umiejetnosci naukowych pracownika.

Materiat do badan stanowity 64 izolaty M. pachydermatis podzielone na dwie
zblizone pod wzgledem licznosci grupy, tj. 34 pozyskane od pséw bez objawéw otitis
externa i 30 pozyskane od pséw chorych na otitis externa. Uzyte do badan szczepy
pochodzity z kolekcji Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej SGGW, Instytutu Biologicznych
Podstaw Chorob Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz zostaty pozyskane
od pséw w ramach wiasnych dziatan ze Schroniska dla Zwierzat w Biatymstoku.
Gatunkowgq przynaleznos¢ szczepédw Doktorantka przeprowadzita wykorzystujgc metody
fenotypowe, a co istotne dokonata tego metodami biologii molekularnej. Bardzo

doktadnie opisuje identyfikacje genetyczng skolekcjonowanych szczepoéw. Jako kontrole w



we wiasnych analizach genetycznych wykorzystata referencyjny szczep M. pachydermatis

CBS 7925.

W rozdziale ,Wyniki” Autorka przedstawita bardzo doktadng, wielokierunkowg
analize uzyskanych wynikéw badan. Sg one zgodne z wytyczonymi wczesniej celami pracy.
Obejmujg one ocene poprawnosci identyfikacji gatunkowej badanych grzybdw jako M.
pachydermatis. Odnosi sie do epidemiologicznych danych czestosci wystepowania tego
gatunku na poziomie 30% u zdrowych zwierzat, co pokrywa sie z danymi literaturowymi.
Zaréwno analizy podobienstwa w oparciu o polimorfizm fragmentéow losowo
amplifikowanego polimorficznego DNA, jak i ocena pokrewienstwa w oparciu o sekwencje
nukleotydowe fragmentu ITS-1 wskazujg na istnienie korelacji pomiedzy tym czy szczep
pochodzit od psa zdrowego czy chorego, a jego profilem genetycznym. W dalszej
kolejnosci Doktorantka dokonata analiz na poziomie fenotypowym. Stwierdzita 3-krotnie
wyzszg, istotng statystycznie, aktywnos¢ fosfolipazy C oraz o ok. 30% wyzszg tgczng
aktywnos¢ fosfolipazy A i B w grupie pséw chorych wobec pséw bez objawdw
chorobowych. Analizy $rednich aktywnosci trzech enzymoéw wewnagtrzkomérkowych nie
wskazywaty na rdzinice istotne statystycznie pomiedzy poréwnywanymi grupami
szczepow. Jednak réznice takie zaobserwowata w zaleznosci od warunkdéw prowadzonej
hodowli — dodatku lipidéw do pozywki. Na takiej pozywce aktywnos$¢ dehydrogenazy
jabtczanowej jest 3-krotnie nizsza, a kinazy pirogronianowej 16-krotnie nizsza niz na
pozywce bez dodatku lipidow w obu badanych grupach szczepéw. Na pozywce bez
dodatku lipidéw srednia aktywnos$¢ wszystkich enzymow byta wyzisza w komdrkach
grzybow pochodzacych od pséw bez objawdéw otitis externa, natomiast na pozywce z
dodatkiem lipidéw zgodnosc z powyzsza tendencjg zaobserwowata jedynie w przypadku
kinazy pirogronianowej. Wykazata réznice profili lipidowych i kwaséw ttuszczowych.
Szczepy pochodzgce od pséw bez objawdw otitis externa charakteryzujg sie znacznie
wyzszg zawartoscig estrow ergosterolu w poréwnaniu do szczepow izolowanych od pséw
chorych i réznica ta utrzymuje sie bez wzgledu na warunki prowadzenia hodowli. Na
pozywce bez dodatku lipidow szczepy izolowane od pséw zdrowych zawierajg wiecej
kwasow ttuszczowych, triacylogliceroli, ergosterolu, takie kwasu behenowego i
lignocerynowego, wykazuja wyzszg warto$¢ stosunku nasyconych do jednonienasyconych

kwaséw ttuszczowych. Na pozywce z lipidami najistotniejszg rdéinica byta wyisza



zawarto$¢ jednonienasyconych kwaséw ttuszczowych u szczepéw pochodzacych od
zdrowych zwierzat. Na szczegdlng uwage zastuguje obecnos¢ kwasu nerwonowego tylko
w grupie szczepdw izolowanych od chorych pséw. Analiza profili biatkowych pozwolita
okresli¢ wystepowanie biatek charakterystycznych dla poszczegélnych grup badanych
izolatéw. Dla szczepdédw izolowanych od pséw z otitis externa charakterystyczne byty:
dehydrogenaza mannitolowa NADP-zalezna, reduktaza cytochromu b5, podjednostka e
kompleksu ATPazy, reduktoizomeraza ketolo-kwasowa oraz kinaza fosfoglicerynianowa.
Dla szczepéw izolowanych od pséw bez otitis externa charakterystyczne byty:
podjednostka B-biatka G, podjednostka y syntazy ATP, biatko wigzgce poliadenylan oraz
syntetaza glicylo-tRNA. Sposéb przeprowadzonych analiz i wnioskowanie w tej czesci
rozprawy wskazujg na duza dojrzatos¢ naukowa Doktorantki.

Uzyskane wyniki badan zostaty zobrazowane w postaci 18 rycin oraz 7 tabel.

W ,Dyskusji” Autorka szeroko omawia problem zréinicowania szczepow M.
pachydermatis na poziomie molekularnym i fenotypowym w aspekcie posiadania
potencjalnych cech wirulentnych przyczyniajacych sie do rozwoju zakazenia, a wiec
czynnikdéw po stronie drobnoustroju uznawanego za komensala i oportuniste, a nie tylko
czynnikéw predysponujgcych po stronie gospodarza. Typuje aktywnos¢ fosfolipaz, profile
lipidowe oraz obecno$¢ charakterystycznych biatek jako wieloczynnikowy marker
odrdzniajgcg szczepy typowo komensalne od potencjalnie patogennych i mozliwosc
wykorzystania tego w aspekcie diagnostycznym, profilaktycznym i terapeutycznym.
Szczegblnie wazne jest wyjasnienie wieloczynnikowej genezy réznic pomiedzy szczepami
izolowanymi od pséw chorych na otitis externa i bez objawéw chorobowych, z naciskiem
na podstawy genetyczne i filogenetyczne. W réznych momentach prowadzonej dyskusji
zwraca uwage na szybkos$¢ proliferacji grzybédw, poziom metabolizmu w zaleznosci od
dostepnosci i preferencji substratowych i wyjasnia wyptywajace z nich mozliwe dla
komérki konsekwencje, wykazane i wyjasnione na podstawie wiasnych badan, np. wptyw
na profile lipidowe, aktywnos$¢ enzyméw wewngtrzkomérkowych. We wnikliwej i
sprawnie opisanej analizie dokonuje poréwnan wynikéw wifasnych w kontekscie
$wiatowej literatury naukowej. Pi$miennictwo w tej czesci niemal w cafosci stanowi

aktualng, wspétczesnie obowigzujacy wiedze w tym zakresie.



We ,Whnioskach” konczgcych rozprawe Doktorantka zwraca uwage na najwazniejsze
aspekty pracy, formutujgc 5 wnioskow. Whnioski czwarty i pigty sSwiadczg o dojrzatosci
naukowe] Doktorantki, bowiem widzi mozliwos¢ stworzenia kompleksowego markera
patogennosci dla szczepdw M. pachydermatis wykorzystywanego w celach
diagnostycznych, profilaktycznych oraz typowania grup ryzyka wystgpienia objawéw
chorobowych. Tym samym ,otwiera” droge dalszym badaniom 2z mozliwoscig
praktycznego zastosowania swoich wynikdw badan. Pierwsze trzy wnioski sg zwieztymi i
trafnymi wskazaniami istoty otrzymanych wynikédw w ramach zaplanowanych i

przeprowadzonych badan.

Podsumowujgc, recenzowana dysertacja doktorska stanowi oryginalne i bardzo
wartosciowe opracowanie, zaréwno pod wzgledem poznawczym jak i praktycznym.
Posiada wysokg warto$s¢ merytoryczng. Zastosowanie wspotczesnych technik biologii
molekularnej, z zakresu proteomiki oraz technik wizualizacji otrzymanych wynikéw badan

zastugujg na szczegolne podkreslenie.

Recenzowang rozprawe oceniam bardzo wysoko, spetnia ona wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym mam zaszczyt zwrdci¢ sie do
Wysokiej Rady Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Biatymstoku z
wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Urszuli Czyzewskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

W tym miejscu, takze korzystajgc z przystugujgcego mi prawa jako Recenzenta,
wnioskuje do Pani Dziekan i Woysokiej Rady Woydziatu Biologiczno-Chemicznego
Uniwersytet w Biatymstoku o przyznanie wyréznienia Pani mgr Urszuli Czyzewskiej za
wybitng rozprawe doktorska.
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