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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Urszuli Zarzeckiej ,,Charakterystyka homologow
HtrA bakteryjnych patogenow czlowieka, Helicobacter pylori i Stenotrophomonas
maltophilia”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje badania biochemiczne, enzymologiczne 1
funkcjonalne bakteryjnych biatek HtrA (ang. High Temperature Requirement A) pochodzacych
z dwoch gatunkéw bakterii patogennych dla cztowieka, H. pylori i S. maltophilia.

Praca zostata przygotowana w Katedrze Biochemii Ogolnej i Medycznej Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem promotora, dr hab. Joanny Skorko-Glonek, prof. UG.
Istotne elementy pracy zrealizowano ponadto w laboratorium prof. Steffena Backerta z
Uniwersytetu Fryderyka i Aleksandra w Erlangen i Norymberdze oraz we wspotpracy z dr hab.
Anng Zawilak-Pawlik z PAN we Wroctawiu. Przedstawione badania stanowig kontynuacje
tematyki analizowanej w grupie badawczej promotora rozprawy jesli chodzi o zainteresowanie
biatkami HtrA. Sa one jednoczes$nie ich tworczym rozwinigciem zarOwno w zakresie badan
nowych enzymoéw z tej rodziny, jak i zroznicowanej metodologii stosowanej przez autorke pracy.

Proteazy HtrA sa szeroko rozpowszechnione w$rdod organizméw zywych od bakterii po
cztowieka. Ich gldéwna funkcja jest usuwanie nieprawidtowo zwinigtych polipeptydow. Posiadaja
tez funkcje ,,biatek opiekunczych”, najprawdopodobniej starajac si¢ odtworzy¢ prawidtowa
strukture napotkanych polipeptydow, ktére degradujg jedynie wtedy, kiedy renaturacja okazuje
si¢ niemozliwa. Istotnym aspektem bakteryjnych proteaz HtrA jest ich rola w wirulencji. Juz od
dawna bylo wiadomo, ze biatka te pomagaja mikroorganizmom przetrwaé stres zwigzany z
infekcja organizmu gospodarza. Od niedawna jednak pojawiaja si¢ kolejne doniesienia, iz
proteazy HtrA biorg bezposredni udziat w ,,ataku” na struktury obronne gospodarza w procesie
infekcji. Jako takie, biatka HtrA stanowiag wigc potencjalny cel molekularny przysztych terapii.
Wiasnie ten kierunek prac — poznanie udzialu bialek HtrA w infekcji, stanowi dalekosigzny cel
badan opisywanych w pracy. Przedstawione badania s3 kompleksowe 1 rozlegle
metodologicznie, od podstawowych analiz wtasciwosci bialek rekombinowanych, do
kompleksowej charakterystyki mutantéw delecyjnych.

Rozprawa zostata przygotowana w formie zbioru odbitek trzech publikacji naukowych autorki i
wspotpracownikow opatrzonych streszczeniem wprowadzajacym bardzo pobieznie w tematyke
prac i prezentujagcym najwazniejsze podejmowane zagadnienia. Tego fragmentu pracy dotyczy
moja pierwsza uwaga. Forma rozprawy doktorskiej przedstawionej jako zbior prac (ktora
skadingd bardzo mi si¢ podoba) nie jest na chwile obecng ugruntowana, w odréznieniu od
klasycznej formy rozprawy doktorskiej. W rozprawie zawierajacej zbidr publikacji, osobiscie
preferowalbym krotkie streszczenie obejmujace maksymalnie jedng strong¢ (jak abstrakt
publikacji naukowej) 1 zwiezly rozdziat wprowadzajacy (10-15 stron), prezentujacy wstep do
tematyki badan i syntetyczny opis prac i najwazniejszych wynikdw, spinajacy w jedng catos¢
tematyczng zalaczone publikacje naukowe. W niniejszej pracy znalazt si¢ tekst posredni, zbyt
dlugi na streszczenie, a troche¢ zbyt krotki by przedstawi¢ najwazniejsze wyniki prac w spojnym
1 szerokim kontekscie. Nie jest to zarzut istotnie wptywajacy na ocen¢ pracy. Wszelka niezbgdna
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informacja zawarta jest w zalaczonych publikacjach. We wstepie widzialbym jednak napisane
lekkim piérem wprowadzenie pozwalajgce autorowi zaakcentowac najwazniejsze osiggniecia i
umiejscowi¢ je w szerokim konteks$cie tematyki badan, co tutaj nie zostato w pelni zrealizowane.

Publikacje na ktérych opiera si¢ rozprawa obejmuja dwie prace do§wiadczalne i jedng publikacje
przegladowa. Prace te ukazaty si¢ drukiem w ostatnich trzech latach w Curr. Med. Chem.
(publikacja przegladowa), Int. J. Biol. Macromol., oraz Front. Microbiol. — czasopismach o
ugruntowanej renomie w dziedzinie badan. Wiem takze, iz w przygotowaniu jest kolejna praca
0 powiazanej tematyce, ktora jednak z uwagi na dlugi proces recenzji nie znalazla si¢ w niniejsze;j
rozprawie. Ponadto doktorantka jest wspotautorem jeszcze czterech prac o podobnej tematyce,
ktore juz wezesniej ukazaly si¢ drukiem. Doktorantka moze wigc pochwali¢ si¢ doskonatym
dorobkiem na tym etapie kariery naukowej (7 opublikowanych prac i1 przynajmniej jedna
dodatkowa w recenzji).

Praca przegladowa zostata wlaczona do opracowania jako pierwsza i zapewnia szeroki wstep do
tematyki badan. Wprawdzie stawia sobie ona na celu charakterystyke proteinaz HtrA jako
potencjalnych celow terapeutycznych, nie zabrakto w niej jednak podstawowych informacji na
temat omawianej rodziny enzymow. Informacja ta jest w dalszej czes$ci zawezana w kierunku
tematu przewodniego —roli proteaz HtrA w wirulencji i ich potencjatu jako celéw molekularnych
terapii lub szczepionek. Tym samym praca przegladowa otwierajgca rozprawe doktorska jest
doskonalym wprowadzeniem do dalszych dwoch prac eksperymentalnych.

W pierwszej z publikacji eksperymentalnych przedstawiono charakterystyke biochemiczng
homologa HtrA z S. maltophilia. Biatko zostato otrzymane w heterologicznym systemie ekspresji
1 oczyszczone. Podobnie jak inne proteinazy HtrA, preparat wykazuje aktywno$¢ wzgledem
zdenaturowanych, ale juz nie natywnych biatek. Podstawowe wtasciwosci biochemiczne
preparatu s3 w pracy porownane do preparatu HtrA z E. coli, biatka modelowego dla tej rodziny.
HtrAsm wykazuje takze aktywno$¢ biatka opiekunczego. Wykazano ponadto zmiany stopnia
oligomeryzacji w obecnosci substratu, podobne (ale nie identyczne) do tych obserwowanych w
przypadku HtrA z E. coli. Specyficzno$¢ wzglegdem reszt aminokwasowych w obrgbie
hydrolizowanej sekwencji jest takze podobna (cho¢ nie identyczna) do tej obserwowanej dla
HtrA z E. coli jednak istotno$¢ tego faktu pozostaje jedynie w sferze spekulacji. Wzmiankowane
przeze mnie lakonicznie odkrycia, sa w publikacji doktadnie opracowane pod wzgledem
poréwnawczym, opisowym oraz zilustrowane przejrzystymi rysunkami. Ogélna konkluzja pracy
jest taka, iz biatka HtrA z S. maltophilia 1 E. coli petnia zapewne podobng role w obu
organizmach (renaturacja / usuwanie zdenaturowanych biatek), a r6znice w ich wlasciwosciach
fizykochemicznych i aktywnos$ci wynikaja najprawdopodobniej w przystosowan ewolucyjnych
do innych nisz srodowiskowych.

W drugiej publikacji eksperymentalnej autorka analizuje wtasciwosci biochemiczne 1
enzymatyczne proteazy HtrA z H. pylori. W tym zakresie praca jest metodologicznie analogiczna
do publikacji o HtrA z S. maltophilia. Bialko zostato otrzymane w heterologicznym systemie
ekspresji. Wykazano jego aktywno$¢ wzgledem zdenaturowanych, ale nie natywnych substratow
biatkowych. Okreslono preferowane miejsca hydrolizy i1 przeanalizowano powstawanie form
oligomerycznych. Wzmiankowane wyzej doswiadczenia sa bardzo przejrzyscie opisane i
przedyskutowane w publikacji. Wyniki ilustrowane sg tamze dobrze przygotowanym materiatem
graficznym. Poza charakterystyka biochemiczno-enzymatyczng, publikacja o HtrA z H. pylori
dotyka ponadto aspektu funkcjonalnego tego biatka. Jest to bardzo ciekawa cze$¢ przedstawionej
do recenzji rozprawy (i jak wynika z informacji podanych w streszczeniu, byla to takze czes$¢
najtrudniejsza do realizacji), ktora zapewne nie powstataby bez wczesniejszego zainteresowania
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1 charakterystyki podstawowych wlasciwosci HtrA. Knockout biatka HtrA byt trudny do
realizacji, zapewne z uwagi na kluczowg funkcje tego biatka. Udalo si¢ to tylko w jednym z
ponad 100 testowanych szczepdw. (Tutaj nasuwa si¢ pytanie dlaczego? Czym charakteryzuje si¢
ten konkretny szczep, ze knockout HtrA nie jest letalny. Co wigcej — nie posiada nawet
wyraznego fenotypu w nie stresowych warunkach. A jesli tego nie wiadomo, to jak mozna by to
zbada¢?). Knockout wykazywal zmniejszong przezywalno$¢ w warunkach stresowych,
szczegolnie skutkujacych nieprawidtowym faldowaniem biatek, co bezposrednio potwierdza role
HtrAnp jako biatka procesujacego/usuwajacego nieprawidlowo sfaldowane biatka. Powyzsze
wyniki sg bardzo interesujace, gdyz HtrAnp jest czynnikiem wirulencji H. pylori. Proteaza ta
odpowiada za degradacj¢ potaczen migdzykomorkowych w organizmie ludzkiego gospodarza.
Ukoronowaniem prezentowanych prac bytoby wykazanie roli HtrAup podczas infekcji in vivo
przy wykorzystaniu skonstruowanego mutanta delecyjnego. Czy istniejg do tego odpowiednie
modele? Czy takie badania sa planowane?

Podsumowujac, autorka, wraz ze wspOlpracownikami przedstawita charakterystyke
enzymologiczng 1 biochemiczng dwoch homologow HtrA z S. maltophilia 1 H. pylori. W
przypadku tego drugiego enzymu, przedstawila takze wstep do charakterystyki funkcjonalne;j.
Jako, ze biatko HtrA z H. pylori stanowi czynnik wirulencji tej bakterii przedstawione dane
stanowig istotne odkrycie w temacie. Praca stanowi spojng cato$¢, w ktorej brakuje wlasciwie
tylko eksperymentu in vivo pokazujacego fenotyp skonstruowanego szczepu delecyjnego w
modelu zwierzgcym. Z uwagi jednak na ograniczenie czasowe w realizacji doktoratu nie jest to
bynajmniej zarzut, ale jedynie wskazanie (zresztg oczywistego) kierunku dalszych prac.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Urszuli Zarzeckiej spelnia wszelkie warunki
stawiane pracom doktorskim zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa i normami
zwyczajowymi. Wedlug mojej oceny dorobek naukowy kandydatki uzasadnia z nawiazka
nadanie jej stopnia naukowego doktora. Dlatego wnosz¢ o dopuszczenie pani magister
Urszuli Zarzeckiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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