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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Michala Smigi

Pan mgr Michal Smiga przedstawit do oceny rozprawe doktorska pod tytutem ,,Udziat
biatka PgFur w wirulencji bakterii Porphyromonas gingivalis”, wykonang na Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Olczak.

Cze$¢ merytoryczna rozprawy, liczacej w sumie 144 strony, rozpoczyna si¢ od
streszczen w jezykach polskim i angielskim, po ktorych kolejno nastgpuja Wstep, Cel pracy,
Materialty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Bibliografia, spisy rysunkow i tabel, a na koncu
suplement, stanowigcy wykaz publikacji Doktoranta.

Rozprawa jest napisana bardzo dobrym, klarownym jezykiem. Nieliczne bledy,
gtéwnie tzw. literowki nie sg na tyle istotne, by wymieniac¢ je w recenzji. Uktad rozprawy jest
przejrzysty, a strona ilustracyjna stoi na bardzo wysokim poziomie.

Streszczenie, tozsame w obu jezykach, pozwala czytelnikowi na uzyskanie orientacji
w przedmiocie rozprawy.

W niespetna 20-stronicowym wstepie Autor zwiezle przedstawia aktualny stan wiedzy
na temat bakterii i chordb przyzebia, w szczeg6lnosci omawiajgc badane przez siebie bakterie
Porphyromonas gingivalis. W wyczerpujacy sposob opisano rodziny biatek kluczowe dla
wirulencji tych bakterii, a takze organizméw pokrewnych. Opis ten stanowi $wietny punkt
startowy dla zapoznania si¢ z wynikami rozprawy. Pragng w tym miejscu szczegélnie
wyrézni¢ wykonane przez Autora ilustracje i schematy znanych oddzialywan omawianych
klas biatek. Nie mam uwag krytycznych do tej czesci, ktora napisana jest stylem bardzo

zywym, $wiadczacym o duzym zaangazowaniu Doktoranta w dziedzing swoich badan.
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Cel pracy, mianowicie charakterystyka biatka PgFur wraz z okresleniem funkcji
dwoch biatek z rodziny Crp/Fnr bedacych pod kontrolag PgFur, przedstawiony zostat zwigzle,
cho¢ 1 szczegdtowo, na jednej stronie rozprawy. Mozna powiedzie¢, ze jest to wzorcowe
przedstawienie celu pracy doktorskiej.

Rzetelny i drobiazgowy opis stosowanych materiatow i metod badawczych zajmuje
kolejne 30 stron. Doktorant przedstawia w nim skonstruowane przez siebie plazmidy (24, w
wiekszosci stuzace do ekspresji zaprojektowanych przez siebie mutantow badanego biatka
PgFur), oligonukleotydy (ponad 100), szczepy bakteryjne, w tym 27 otrzymanych przez
siebie szczepow P. gingivalis, a dalej metodyke hodowli bakterii i konstrukcji szczepow,
metody analityczne, a dalej opis badan mikrobiologicznych, analiz genetycznych,
otrzymywania biatek Fur z P. gingivalis i E. coli i mutantoéw PgFur, a na koniec analiz in
silico i statystycznych. Opis ten jasno $wiadczy o ogromnej pracy, wykonanej przez
Doktoranta. Jedynym drobnym mankamentem, zidentyfikowanym przeze mnie w tej czesci
rozprawy jest brak (albo brak przedstawienia) charakterystyki otrzymywanych biatek
rekombinowanych za pomoca spektrometrii mas.

Wyniki wykonanych do$wiadczen mgr Maciej Smiga przedstawia na 40 stronach
rozprawy.

W pierwszym etapie badan Doktorant umiejscowit biatko PgFur w szerokiej rodzinie
Fur 1 zbadal jego homologi¢ z bialkami pokrewnymi. Z wyjatkiem prawie identycznego
biatka z P. gulae jest ona bardzo niska, na poziomie 20-30 %. Nastgpnie na podstawie
struktury biatka PerR z B. subtilis wymodelowat PgFur. Nie jasne jest dla mnie, na ile
wiarygodne jest to modelowanie — nie podano informacji na temat homologii pomigdzy PerR
1 PgFur. Nie wiadomo roéwniez, czemu sluzy prezentacja tej struktury w tym miejscu
rozprawy.

Badania eksperymentalne rozpoczely si¢ od prob wyjasnienia roli biatka PgFur za
pomoca hodowli dwoch szczepow z delecja tego biatka w rd6znych warunkach i1 pod wptywem
roznych stresow. Zbadano rowniez wpltyw obecno$ci biatka na globalng ekspresje genow.
Zaobserwowano zmiany w zalezno$ci od warunkéw hodowli, nie uzyskujac jednak prostych
zwigzkow przyczynowo-skutkowych. Doktorant potrafit jednak zinterpretowa¢ te wyniki w
sposob wstepny, sugerujac wpltyw PgFur na sklad blony zewnetrznej bakterii. Nastepnie
wykonano badania udzialu PgFur w pozyskiwaniu zelaza przez P. gingivalis. Istotnym
wynikiem pozytywnym tej czesci badan jest stwierdzenie, ze badane biatko moze by¢ jednym
z regulatorow biosyntezy biatka HmuY, lecz jedynie w warunkach obfitosci zelaza i hemu. W

dalszych badaniach oceniono zwigzki miedzy obecnosciag PgFur i aktywno$cig proteaz,



szczegblnie gingipain, a takze procesy glikozylacji. We wszystkich tych eksperymentach
zaobserwowano pewne efekty, zdecydowanie odmienne dla dwdch badanych szczepow P.
gingivalis. Zjawisko to zaobserwowano bardzo wyraznie w badaniach zdolnosci mutantow P.
gingivalis do inwazji komorek gospodarza, w ktorych stwierdzono znamienne statystycznie
efekty dla niektorych oddziatywan. Mozna wigc stwierdzi¢, ze PgFur bierze udziat w
procesach inwazji i przezywalno$ci bakterii w komoérkach eukariotycznych, ale jego rola
bardzo zalezy od kontekstu, wykazujac zasadnicze réznice pomiedzy szczepami. W kolejnym
ctapie badan Doktorant postanowil sprawdzi¢ funkcje PgFur na poziomie molekularnym.
Rol¢ C-konca biatka sprawdzono przez otrzymanie bakterii pozbawionych oryginalnego
genu, ale ecksprymujacych odpowiednie mutanty delecyjne metoda komplementacji
plazmidem umozliwiajagcym ekspresje mutanta. Uzyskane wyniki wskazuja na istotna rolg
sekwencji ostatnich 13 reszt aminokwasowych, odmiennie od mutanta z delecja tylko 4 takich
reszt. Niestety Autor nie podal kryteriéw, wedtug ktorych dobrat te sekwencje. Nastepnie,
otrzymujac i badajac szereg mutantow punktowych PgFur Doktorant zidentyfikowat cztery
reszty Cys wiazace funkcjonalny jon Zn(II). Nie udato si¢ natomiast stwierdzié, czy PgFur
reguluje operon hmu. W ostatnim etapie badan wykorzystano wyniki z mikromacierzy, w
ktorych zidentyfikowano dwa biatka z rodziny Crp/Fnr. ktérych ekspresja moze byc¢
regulowana przez PgFur. Powtorzono wigc schemat badan fizjologicznych, wykonanych
uprzednio dla mutantéw PgFur, z utworzonymi w tym celu mutantami delecyjnymi tych
dwoch biatek.

W trakcie raportowania wynikdw do$wiadczalnych Autor zamiescil zwigzle
podsumowania kolejnych etapow prac, co znakomicie ulatwia przyswajanie uzyskanych
danych.

Dyskusja wynikow zajmuje 14 stron rozprawy (wraz z Podsumowaniem 16). Zawiera
ona twoércza i szczegblowa analize 1 korelacje wynikéw doswiadczalnych, dzieki czemu
Doktorant w sposob przekonywujacy wyciagnat wnioski, §wiadczace o istotnej roli badanego
biatka jako regulatora proceséw wzrostu i wirulencji P. gingivalis, zwtaszcza w poczatkowym
etapie infekcji, przy obfitosci zrodet zelaza i potencjalnym ataku tlenowym. Doktorant bez
watpienia wykazal wyjatkowos¢ biatka PgFur, ktére nie wigze jondw zelaza w postulowanym
miejscu regulatorowym, na tle bialek z rodziny Fur, ktére w wigkszosci to robia, lecz za to
jest regulatorem proceséw pozyskiwania zelaza i ochrony przed stresem oksydacyjnym..

Jedynym wigkszym mankamentem Dyskusji jest brak syntetycznego zestawienia
poréwnawczego wynikow uzyskanego dla delecji Crp i Crp/Fnr z wynikami dla delecji

PgFur, ktére pomogloby czytelnikowi w zorientowaniu si¢ w Dyskusji tej czgsci Rozprawy.



Znaczna cze$¢ wynikow zostata opublikowana w czterech (lub pigciu, w zaleznos$ci od
statusu ostatniego z nich w wydawnictwie) artykutach naukowych w dobrych czasopismach
miedzynarodowych, co potwierdza ich wazkos¢.

Podsumowujgc, pragne Stwierdzi¢, ze przedtozona do oceny praca p. mgr Michata
Smigi spelnia wymogi ustawowe, stawiane przed rozprawami doktorskimi i wnosze do Rady
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego 0 dopuszczenie go do dalszych

etapow przewodu doktorskiego. Wnosze rowniez o jej wyrdznienie stosowng nagroda.
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