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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Marcina Bieleckiego

Pan mgr Marcin Bielecki przedstawil do oceny rozprawe doktorska pod tytulem
»Charakterystyka biatek kodowanych przez operon hmu z Porphyromonas gingivalis i innych
bakterii”, wykonang na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod
kierunkiem prof. dr hab. Teresy Olczak.

Czg¢s¢ merytoryczna rozprawy, liczacej w sumie 111 stron, rozpoczyna si¢ od
streszczenia w jezykach polskim i angielskim, po ktérych kolejno nastgpujg Cel pracy, Wstep,
Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, Bibliografia, spisy rysunkow i tabel, a na koncu
suplement, wyliczajacy publikacje Doktoranta, obejmujgce material doktoratu, wraz z
omowieniem jego w nich udzialu. Rozprawa jest napisana zasadniczo dobrym, klarownym
jezykiem, z nielicznymi usterkami, oméwionymi w dalszej czesci recenzji. Jest utozona w
sposob przejrzysty i bardzo rzetelnie zilustrowana.

Streszczenie spelnia swoje zadanie, dajgc czytelnikowi sposobnosé¢ do szybkiego
zorientowania si¢ w przedmiocie rozprawy.

W  20-stronicowym wst¢gpie Autor omawia aktualny stan wiedzy na temat
przyswajania zelaza i hemu przez bakterie, koncentrujgc si¢ na badanych przez siebie
organizmach Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia i Tannerella forsythia w
konteks$cie aktywnosci chorobotwoérezej tych bakterii. Opis ten jest wyczerpujgcy, stanowige
dobry punkt wyjscia dla przedstawienia wynikow rozprawy. Na szczegélng pochwale
zastuguja dobrze dopracowane i bardzo klarowne schematy oddzialywan, wykonane
wlasnorgcznie przez Autora. Nie mam uwag krytycznych do tej czegsci, z wyjatkiem pewnych

usterek  jezykowych  (,konserwatywny” zamiast ,konserwowany”, bialko jest




~ckspresjonowane” zamiast ,eksprymowane”, okazjonalne kalki skladniowe z jezyka
angielskiego, pojawiajace si¢ przy zlozonych nazwach biatek, w calej pracy wystepuje
,»oxyhemoglobina™ przez x, zamiast ks).

/ Rzetelny i drobiazgowy opis metod badawczych, zastosowanych przy realizacji
rozprawy, zajmuje 15 stron. Doktorant przedstawia w nim kolejno hodowle bakterii,
przygotowanie plazmidéw do ekspresji badanych przez siebie bialek, ich nadprodukcje,
oczyszczanie 1 wstepng oceng parametrow. Dalej opisana jest metodologia badan oddziatywan
wariantow biatkka HmuY oraz bialek PinA, PinO i Tfo z hemem za pomocg technik
spektroskopowych, proby krystalizacji biatek, badania wspotzawodnictwa badanych biatek o
hem zwigzany do hemoglobiny i albuminy, a na koniec techniki bioinformatyczne. Na
podkreslenie zastuguje fakt, Zze Doktorant skonstruowal sze$s¢ nowych plazmidow
ekspresyjnych, ktore zastosowat z powodzeniem do otrzymania bialek PinA, PinO i Tfo w
dwoéch wariantach — z etykietg szesciohistydynows i bez niej.

Pewnym mankamentem tej czgsci rozprawy jest niepelne w moim odczuciu opisanie
czystodci otrzymywanych biatek rekombinowanych. Otrzymane biatka sg chromatograficznie
czyste, co w sposob jednoznaczny wykazano w opisie wynikow badan na str. 56-58, niemniej
uwazam, ze takie informacje powinny znalezé si¢ w ramach opisu metod badawczych.
Uwazam tez, ze biatka te powinny zosta¢ scharakteryzowane za pomocg spektrometrii mas.
Autor przyjmuje, ze sekwencje tych biatlek w pelni odpowiadajg kodowi genetycznemu
plazmidow. Jest to wysoce prawdopodobne w przypadku biatek prokariotycznych, ale jednak
warto byloby to zatozenie zweryfikowac.

Wyniki swoich do$wiadczen mgr Marcin Bielecki przedstawia na 35 stronach
rozprawy. Zasadnicza czg¢$¢ wynikéw zostala uzyskana za pomocag technik spektroskopii
elektronowej — UV-vis, CD i fluorescencji. Sg one w przewazajgcej czesci opisane i
zinterpretowane prawidlowo. Najciekawsze z nich dotyczg (w kolejnosci pojawiania sie ich w
tekécie rozprawy) braku aktywnodci fluorescencyjnej reszty W161 w biatku HmuY, wptywu
podstawienia reszt Trp w tym biatku na jego stabilnos¢ termiczng, zdolnosci biatka HmuY do
pobierania hemu od biatek PinA i PinO oraz kluczowej réznicy migdzy HmuY oraz PinA i
PinO pod wzglgdem konkurowania o hem z hemoglobing. W ten sposob Doktorant jasno i
jednoznacznie wykazal fundamentalne réznice zdolnoéci tych biatek do pobierania zelaza na
potrzeby komoérek odnosnych gospodarzy. Tak na marginesie, mozliwg interpretacja
utrudnienia redukcji Fe(Ill) w biatkach PinA i PinO w pH 7.6 jest aksjalne oddzialywanie
tego jonu z grupg hydroksylows.




Muszg odnies¢ si¢ krytycznie do kilku innych aspektow czesci eksperymentalnej. Sg
to usterki o stosunkowo niewielkiej wadze dla catosci rozprawy, niemniej ich omdwienie
nale?y do moich obowigzkdw recenzenta. ’

Opis wigzania jonéw Ni(Il) i Cu(Il) do PPIX, przedstawiony na str. 48, wydaje sie
pozostawa¢ w sprzecznosci z udostgpnionymi wynikami. Widma CD, przedstawione na Rys.
16 wskazujg na wigzanie jonu Cu(ll) do His134, a wyniki dla jonu Ni(II) wskazujg na rézne
sposoby wigzania w badanych mutantach, ze wskazaniem na wigzanie raczej do His166. W
opisie wigzania hemu do bialek PinA, PinO i Tfo na str. 64 podane jest istnienie pasma przy
518 nm, ktérego nie wida¢ na omawianych widmach (Rys. 29). Analiza krzywych
miareczkowania, zawarta na str. 65-67 jest niezrozumiata. W Tabelach 6 i 7 Autor postuguje
si¢ parametrem Vmax, ktory oczywiscie dotyczy kinetyki reakcji, a nie izotermy wigzania.
Parametr n (zapewne wspotczynnik Hilla) nie zostal zinterpretowany. Jest to do$é¢ istotne,
gdyz jego wartos¢ w wigkszosci przypadkéw jest blizsza 2 niz 1, co z kolei sugerowaloby
dimeryzacj¢ miareczkowanych bialek. Nie jest tez jasne, w jaki sposob wyznaczano wartos$é
nasycenia efektu spektroskopowego (100% przereagowania). Miareczkowania przedstawione
na Rys. 31 zdecydowanie nie sa doprowadzone do konca. Ponadto, krzywe miareczkowan
fluorescencyjnych i absorpcyjnych dla poszczegdlnych biatek znacznie réznig si¢ od siebie,
mimo zastosowania w eksperymentach takich samych stezen bialek. Ta kwestia nie zostata
omoéwiona. Dyskusja widm CD, przedstawionych na Rys. 34 jest do$¢ ogoélnikowa. Nie
zostala np. wspomniana jako$ciowa réznica migdzy PinA i pozostalymi biatkami. W biatku
PinA wystepuje dodatnie pasmo w zakresie 230-240 nm, ktére moze by¢ generowane przez
szczegOlng konformacje reszt Trp. Wyjasnienie tej kwestii mogg da¢ np. badania
odpowiednich mutantow. Cickawe eksperymenty, dotyczace reakcji badanych bialek z
oksyhemoglobing, mogly zosta¢ precyzyjniej zinterpretowane, gdyby zastosowano wykresy
zaleznosci zmian widma od czasu i gdyby eksperymenty zostaly powtorzone wigcej niz jeden
raz. Nota bene, w eksperymencie z biatkiem Tfo, przedstawionym na Rys. 41, mamy
ewidentnie do czynienia z wytrgcaniem biatka z roztworu.

Musze¢ rowniez zwrdci¢ uwage na uzycie nieprawidtowych okreslen ,koordynacja
sferyczna, ligand sferyczny”. Prawidlowe sg terminy ,koordynacja oktaedryczna, ligand
aksjalny”.

Dyskusja wynikow zaczyna si¢ od by¢é moze niepotrzebnego powtorzenia informacji,
zawartych we wstepie, ale jej dalsza cz¢$¢ jest zwarta i klarowna. Kluczowe wyniki rozprawy
sa przedstawione dobitnie i jednoznacznie. Doktorant w sposéb nie budzgcy watpliwosci

wykazuje wyjatkowos¢ biatka HmuY na tle pozostatych zbadanych przez siebie homologdw.




Biatko to jest zdolne do pobierania hemu od wszystkich badanych biatek, zaréwno
bakteryjnych, jak i czlowieka. Na podstawie tych rezultatéw Doktorant rozwija ciekawa
koncepcj¢ wspoldziatania rozmaitych bakterii przyzgbia w procesie infekcji na rzecz
zwiékszenia wirulencji P. gingivalis. Wynik ten pozwala na planowanie dalszych badan,
ukierunkowanych na nowe metody leczenia infekcji przyzebia.

Znaczna cz¢s¢ wynikow zostala opublikowana w pieciu artykutach naukowych w
dobrych czasopismach mi¢dzynarodowych, co potwierdza jako$¢ i wazko$¢ tych wynikow.
Pragng w tym miejscu zaznaczy¢, ze skrytykowane przeze mnie powyzej aspekty analizy
danych nie zostaly zamieszczone w tych publikacjach.

Podsumowujgc, pragne stwierdzié, ze przedlozona do oceny praca p. mgr Marcina
Bieleckiego spelnia wymogi ustawowe, stawiane przed rozprawami doktorskimi i wnosz¢ do
Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie go do dalszych

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