18 czerwca 2018

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Michala émigi

pt. ,, Udzial bialka PgFur w wirulencji bakterii Porphyromonas gingivalis”

Choroby przyzegbia inicjowane przez bakteri¢ Porphyromonas gingivalis coraz
czeScie) wskazywane sa jako jeden z czynnikéw etiologicznych szeregu
schorzen systemowych, dotyczacych zaréwno chordb uktadu krazenia jak i
reumatoidalnego zapalenia stawdw, czy osteoporozy lub cukrzycy. Dlatego
identyfikacja czynnikow wirulencji tej bakterii oraz mechanizméw ich
wykorzystywania przez patogen w infekcjach tkanek gospodarza wydaje sie
by¢ dobra droga zmierzajaca do opracowania skutecznych lekow lub terapii,
zapobiegajacych nie tylko infekcjom lokalnym ale w réwniez schorzeniom
uktadowym. Praca doktorska przygotowana przez mgr Michata Smige,
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Olczak, w Pracowni Biologii
Medycznej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego doskonale
wpisuje si¢ W ten proces, poszerzajac dotychczasowe osiagniecia grupy prof.

Teresy Olczak w tym zakresie.

Praca doktorska mgr Michata Smigi, zredagowana w jezyku polskim, zostata
przygotowana wedlug klarownego 1 zgodnego z aktualnymi wymogami uktadu.
Liczy ona 144 strony, gdzie wlasciwy tekst rozprawy poprzedzony jest
informacja na temat finansowania przeprowadzonych badan, spisem tresci,
wykazem stosowanych skrotow oraz streszczeniami w jezyku polskim i

angielskim.

Rozdziat wstepny rozprawy wprowadza czytelnika w tematyke schorzen
przyzebia, dentyfikujac grupe patogendw bakteryjnych zasiedlajacych jame
ustng 1 zdolnych do kolonizacji dzigsel, przestrzeni migdzyzebowych oraz
kieszonki przyzebowej, dzigki formowaniu uorganizowanej struktury biofilmu,
kreujacego nowe Srodowisko dla dziatania bakterii. W dalszej czgsci wstepu
Doktorant przedstawia szczegdélowo wiasciwosci 1 dzialanie gléwnych
czynnikow wirulencji P. gingivalis, a w szczegdlnosci: hemaglutynin 1 biatek
budujacych fimbrie - odpowiedzialnych za adhezj¢ patogenu, proteaz, a w
szczegolnoscil gingipain — bioracych udzial w degradacji biatek gospodarza
istotnych dla proceséw jego samoobrony 1 wreszcie, systemu pobierania hemu 1

zelaza, ulatwiajacego bakteriom przezywanie w organizmie gospodarza.
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Mnogoéé czynnikéw wykorzystywanych przez mikroorganizm w procesie
infekcji wymaga precyzyjnego mechanizmu regulacji ich wirulencji. W swej
pracy Doktorant zaprezentowat szereg z nich, w szczegdlnosei systemy jedno i
dwusktadnikowe, alternatywne czynniki sigma czy modyfikacje potranslacyjne,
ktadac szczegdlny nacisk na ich znaczenie dla pobierania hemu i zelaza.
Mechanizmy te przedstawione sa klarownie a tekst opatrzony jest licznymi
rycinami, co ulatwia jego zrozumienie. Nastgpnie Doktorant skupia si¢ na
opisie biatek nalezacych do rodziny czynnikow transkrypcyjnych Fur,
zwiazanych z pobieraniem i homeostaza zelaza i innych metali
dwuwarto§ciowych, oraz na czynnikach transkrypcyjnych Crp/Fnr, nalezacych
do globalnych regulatoréw transkrypcji. Stanowia one swego rodzaju czujnik
mikrootoczenia, odpowiadajacy zaréwno za formowanie biofilmu jak i
generalnie za identyfikacj¢ warunkow srodowiskowych, w jakich bakteria musi
sie rozwijaé, w tym dostepnos¢ sktadnikow odzywczych, faza wzrostu czy

obecno$é czynnikow stresu oksydacyjnego.

Ta szeroka informacja pozwolita Doktorantowi na nakreslenie celow swojej
pracy, zwiazanych z identyfikacja wiasnoéci i mechanizméw dzialania
wskazanych biatek, a w szczegdlnosei: (1) okresleniem roli biatka PgFur w
wirulencji wybranych szczepow P. gingivalis, rézniacych si¢ genotypem oraz
wskazaniem jego roli w oddziatywaniu, inwazji i przezyciu bakterii wewnatrz
komorek obronnych gospodarza, a takze (2) wskazaniem analogicznych
wiasciwosci dla dwdch bialek z rodziny Crp/Fnr, bedacych pod kontrolg biatka
PgFur.

Do realizacji zaplanowanych celéw Doktorant wykorzystat cata game metod
genetyki molekularnej, zmierzajacych do pozyskania szczepow P. gingivalis
pozbawionych genéw kodujacych badane biatka lub szczepow z odtworzona
ich obecno$cia. Doktorant przygotowat takze szczepy bakteryjne,
umozliwiajace nadprodukcje wskazanych biatek w celu ich dalszego
oczyszczania i analizy, a takze przeprowadzit produkcjg odpowiednich mutein
tych biatek, dzieki ktérym mogt zweryfikowac rolg poszezegdlnych
aminokwasow, zlokalizowanych w centrach wigzacych aktywnych biatek. Tego
rodzaju prace wymagaja nie tylko bardzo dobrego przygotowania
merytorycznego, ale takze sprawnosci laboratoryjne;j i cierpliwosci w
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przeprowadzaniu Zzmudnych, nie zawsze konczacych sie sukcesem dziatan
genetycznych. Warto zatem szczegdlnie podkreslic wysoki poziom

zaawansowania tych prac.

W badaniach dotyczacych wlasciwosci nadprodukowanych biatek Doktorant
zastosowal szereg metod biochemicznych umozliwiajacych izolacje i
oczyszczanie tych biatek oraz okreslenie ich zdolno$ci do oddziatywania ze
swoistymi ligandami. Wykorzystujac szczepy pozbawione funkcjonalnych
bialek Doktorant zweryfikowat ich rolg zardwno poprzez analize wirulencji
zmienionych bakterii jak i ich zdolnos$ci do formowania biofilmow
migdzygatunkowych czy interakcji z komdrkami gospodarza,
reprezentowanymi przez aktywowane komorki linit THP-1. Z kolei, stosujac
mikromacierze 1 -PCR, Doktorant przeprowadzil porownanie poziomu
ekspresji wybranych gendéw, zarowno w szczepie dzikim jak i w mutantach
pozbawionych mozliwosci wytwarzania wskazanego biatka. Tak szerokie
podejscie do analizowanego problemu pozwolito przedstawi¢ szereg
interesujacych wynikow i stosownego podsumowania w rozdziale dotyczacym

dyskus;ji.

Rozdziat rozprawy, poSwigcony omowieniu uzyskanych wynikéw, rozpoczyna

si¢ od przedstawienia analiz przeprowadzonych in silico w odniesieniu do
biatka PgFur, w oparciu o jego sekwencjg aminokwasowa i poréwnan do
rodziny biatek Fur oraz bialek bioracych udzial w koordynacji jonoéw metali,
wraz z propozycjg modelu przestrzennej struktury tego biatka. Swiadczy to o
glgboko przemys$lanych dalszych dziataniach eksperymentalnych Doktoranta.
W kolejnej czgscei pracy Doktorant wyrdznil warunki hodowli bogate lub
ubogie w hem i Zelazo oraz inne jony metali dwuwartosciowych, ktore
decydowaty o poziomie ekspresji genu pgfur. Poréwnujac metoda
mikromacierzy ekspresje genow w wybranych szczepach referencyjnych i
szczepach pozbawionych produkcji PgFur, zaobserwowat On mozliwo$¢
udzialu tego bialka w regulacji ekspresji genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne z rodziny Crp/Fnr, w replikacji DNA a takze w adaptacji
bakterii do rozwoju w warunkach stresu oksydacyjnego. Badania te zostaly

wzbogacone o obserwacje dotyczace ostabionej mozliwosci formowania

mieszanych biofilméw przez P. gingivalis, pozbawiony genu pgfur, wskazujac

Zaliad Biochemii Pordwnawcze] | Bioanalityki
Wydziat Biochemii, Biofizyki | Biotechnologii UJ

y

Stronaw)




tym samym na mozliwos¢ jego udziatu w rearanzacji sktadu blony zewngtrznej
bakterii. Wykazano takze, ze biatko PgFur moze modulowaé ekspresjg genow
kodujacych produkcjg proteaz, w szczegdlnosci gingipain, wplywajac tym
samym na wirulencje bakterii. Jej poziom weryfikowano w kontakcie z
komoérkami THP-1, analizujac zdolno$é do wnikania i replikacje komorek

bakteryjnych wewnatrz tych makrofagow.

Zaobserwowane whasciwosci funkcyjne biatka PgFur Doktorant skorelowat z
jego struktura, wyroézniajac rolg fragmentu C-konca tego biatka oraz jego
centrum wiazacego jony metali, w szczegolnosci jony cynku. Zidentyfikowat

On takze fragment DNA operonu hmu rozpoznawany przez to biatko.

Podobny proces analizy Doktorant zastosowal w odniesieniu do biatek z
rodziny Crp i Fnr, przeprowadzajac testy wirulencji, formowania biofilmow 1
interakcji z ludzkimi makrofagami. W wyniku tych badan, potwierdzony zostal
udziat tych biatek w regulacji ekspresji genéw zwiazanych z produkcja
niektorych czynnikow wirulencji, ale nie wykazano ich istotnego wptywu na

oddzialywanie z komérkami THP-1.

W rozdziale "Wyniki" Recenzent nie zauwazyt btedow merytorycznych a
uzyskane rezultaty przedstawione sa w sposéb pozwalajacy na ich prawidlowa
ocene. Podkreslié tu nalezy, ze mimo iz proces analityczny prowadzony dla
biatka PgFur zostat powtérzony dla biatek rodziny Crp i Fnr, Doktorantowi
udato sie unikna¢ mozliwych powtdrzen a w prezentowanych wynikach zwracat

On uwagg gléwnie na koncowe konkluzje.

Przeprowadzona drobiazgowa analiza wskazanych biatek jest nie tylko istotna z
punktu widzenia badan podstawowych ale, dotykajac waznego problemu
wirulencji bakterii P. gingivalis, umozliwia wykorzystanie uzyskanych
wynikéw w planowaniu przysztych terapii antybakteryjnych i terapii,

mozliwych do aplikacji w leczeniu wskazanych schorzen systemowych.

W rozdziale "Dyskusja" Doktorant drobiazgowo przeanalizowat swoje wyniki
pod katem znaczenia badanych biafek zardowno w utrzymaniu Zywotnosci
bakterii jak i konsekwencji ich eliminacji w kontakcie z komorkami
gospodarza. Ponadto zwrdcit On takze uwagg na szerokie konsekwencje
wprowadzanych mutacji, nie ograniczajace si¢ do gtownych funkeji pelnionych
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przez eliminowane bialka, ale mogace rowniez zmieni¢ wiasciwosci inwazyjne
bakterii, w wyniku remodelingu blony komorkowej. Dyskusja zawiera takze
podsumowanie opatrzone schematem, unaoczniajacym zidentyfikowane przez

Doktoranta zaleznosci.

Mimo drobiazgowe;j analizy roli tych biatek wiele pytan pozostaje weiaz
otwartych 1 wymaga dalszych prac, niemniej jednak Recenzent chciatby poznaé
opini¢ Doktoranta dotyczaca ponizszych zagadnien oraz prosi o dodatkowe
wyjasnienia:

1) Prosz¢ wyjasni¢ dlaczego do modelowania struktury biatka PgFur uzyto
model struktury jego homologu z bakterii B. subtilis a nie inny z homologow
wykazanych w tabeli nr 5 na str. 67.

2) Formowanie wielogatunkowego biofilmu przez zmienione genetycznie
szczepy P. gingivalis jest bardzo istotne dla zasiedlania tkanek gospodarza.
Doktorant w przeprowadzonych analizach oddziatywan miedzygatunkowych
bakterii uzyt mato precyzyjnego testu koagregacji. Jakie inne, bardziej
precyzyjne metody mogltby wskaza¢ Doktorant, ktdre pozwolityby na
precyzyjniejsze wnioskowanie o formowaniu mieszanych biofilméw?

3) Proszg o przedstawienie mozliwego uzasadnienie preferencji szczepu A7436
do koagregacji z bakteriami Tanerella forsythia i Prevotella intermedia w
poréwnaniu do Streptococcus. gordonii - bakterii, dla ktorej w literaturze
wskazano bialka powierzchniowe P. gingivalis, zaangazowane we wzajemna,
interakcje tych mikroorganizméw.

4) W jaki sposdb zmiana dystrybucji biatka Hmu oraz wzrost aktywnosci
proteolitycznej mutantow P. gingivalis moglaby wplywaé na formowanie

mieszanych biofilméw z udziatem tego mikroorganizmu?

Praca doktorska zostala przygotowana w odniesieniu do 187 pozycji
literaturowych dotyczacych gtdéwnie doniesien prezentowanych w ostatnich
latach, co wskazuje na rozpatrywanie problemu o biezacym i globalnym
zainteresowaniu Srodowiska mikrobiologicznego i biochemicznego. Warto
podkresli¢, ze na liscie tej pojawiaja sie takze opublikowane prace wlasne
Doktoranta, a Jego dorobek publikacyjny obejmuje piec prac, ktore
opublikowano w renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej. Mozliwo$é
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ich przygotowania wiazata si¢ z udziatlem Doktoranta w kilku projektach
naukowych, w tym we wiasnym projekcie PRELUDIUM finansowanym przez
Narodowe Centrum Nauki. Ta informacja wprawdzie nie wptywa na oceng
pracy doktorskiej, ale umozliwia Recenzentowi podkreslenie dojrzatosci

naukowej jej Autora.

Rozprawa doktorska zostata takze bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem
edytorskim; pojawiaja sig tylko pojedyncze btedy literowe, ktore zaznaczylam
w posiadanym egzemplarzu i informacje tg udostgpnig Autorowi, bez
drobiazgowego ich wyliczania w pisemnej opinii. Z obowiazku recenzenta
wskazuje takze drobne niedociagnigcia, ktore nie wptywaja na ostateczng oceng
rozprawy. Mianowicie:

1) Nie znalaztam niestety w pracy obja$nienia dotyczacego znacznika HA jaki
zawiera nadprodukowane biatko PgFur — tab. 3, str. 45, oraz odnosnika
literaturowego cytowanego w tekscie a dotyczacego publikacji autorstwa
Polaka z 2017 roku.

2) Autor omawia oczyszczanie biatka z wykorzystaniem sita molekularnego.
Termin ten, choé stosowany w biochemii, kojarzy sig raczej z zastosowaniami
technicznymi lub chemicznymi, moze zgrabniej bytoby uzy¢ opisu techniki
chromatografii saczenia molekularnego lub filtracji Zelowej, ze wskazaniem
rodzaju uzytego ztoza.

3) Thumaczenie wptywu utleniania reszt cysteiny biatek PerR i PgFur,
bioracych udziat w wiazaniu cynku ,,roznica konformacyjna biatka w trakcie
rozdziatu elektroforetycznego”, gdzie zastosowano elektroforezg denaturujaca,

wydaje sie byé pewna niezrecznoscia lub skrétem mySlowym.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska mgr Michata Smigi spelnia catkowicie formalne i zwyczajowe
wymagania stawiane pracom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 14 marca
2003 r. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki, z péZniejszymi zmianami z dnia 30 pazdziernika 2015 roku
(Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 1. poz. 249 i 1767). Wnoszg zatem do
Rady Wydziatu Biofechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie

Doktoranta do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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Co wigcej, ogromna liczba uzyskanych przez Doktoranta wynikow oraz ich
ranga sprawiaja, 1z rozprawe doktorska postrzegam jednoznacznie jako
wyrozniajaca sig, mogaca stuzy¢ za wzor zardwno w aspekcie starannosci
Jezykowej jak 1 wnikliwosci naukowej, a $wiadczy o tym m.in. fakt
opublikowania czg$ci wynikow w renomowanych czasopismach
biochemicznych. Wnioskujg zatem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr

Michata Smigi stosowna nagroda.

Moo Ropla- oty

dr hab. Maria Rapata-Kozik, prof. UJ
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