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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR JOANNY KRAJEWSKIEJ
,Charakterystyka bialka opiekunczego ClpB (Hsp100) pochodzjcego z patogennej

bakterii Leptospira interrogans, etiologicznego czynnika leptospirozy”

Rozprawa doktorska Pani Joanny Krajewskiej zostata wykonana w laboratoriach
Katedry Biochemii Ogélnej i Medycznej pod kierunkiem Pani dr hab. Sabiny Kedzierskiej-
Mieszkowskiej oraz Pana dr. n. wet. Zbigniewa Arenta w roli promotora pomocniczego.
Praca mocno wpisuje sic w nurt badan realizowanych ostatnio w Katedrze przez zespét
badawczy z Pracowni Biochemii Mikroorganizméw, zwigzanych takze z badaniami
dotyczacymi znaczenia biologicznego bakteryjnych biatek opiekuficzych. Program badan
zaplanowanych do realizacji w ramach pracy doktorskiej zostal sprowadzony do
charakterystyki molekularnej biatka opiekuriczego ClpB, ktére nalezy do rodziny biatek szoku
termicznego i jest znane w literaturze z mozliwosci wspolpracy z innymi biatkami
opiekuficzymi tworzac wspélnie system bi-chaperonowy. Juz na poczatku nalezy zaznaczyc,
iz oceniana rozprawa zawiera wielki potencjal poznawczy ze wzgledu na duze znaczenie
badanego biatka w procesach zyciowych wielu bakterii, w tym groznych dla czlowicka
patogenéw. Podjety problem badawczy jest aktualny i niezwykle atrakcyjny pod wzgledem
naukowym, tym bardziej, ze dotychczasowe informacje naukowe dotyczgce mechanizmow
dziatania bialek opiekunczych w procesach patogenezy nie sa wcigz wyjasnione. Podjgcie si¢
zadania wyja$nienia roli biatka ClpB w procesie patogenezy Leptosira interrogans bylo
wyzwaniem ryzykownym, ale za to atrakcyjnym pod wzgledem naukowym. Zrealizowana
praca doktorska zostata skonstruowana zgodnie z zasadami i w mojej ocenie tak wilasnie
powinny wygladaé wspélczesne rozprawy doktorskie. W obszernym streszczeniu pracy
Doktorantka zawarta przeglad zawierajacy wszystkie najnowsze dane na temat bakteryjnego
biatka opiekuficzego ClpB w oparciu o najnowsze doniesienia §wiatowe na ten temat. Jednak
badania prowadzone dotychczas przez liczne zespoty naukowe nie wigzaty specyficznej roli

tego biatka z procesem patogenezy prowadzonej przez Leptospira. Jak stusznie zalozono w



pracy, opisywane biatko przez caly szereg swych wiasciwosci jest powigzane z procesami
infekcji, m. in. poprzez zaangazowanie W procesy dezagregacji 1 reaktywacji agregatow
bialkowych. Przeprowadzona charakterystyka strukturalna i biochemiczna biatka ClpB, a
takze przeprowadzone liczne analizy proteomiczne pozwalajg na zrozumienie roli tego biatka
w patogenezie leptospirozy. Jest oczywiste, ze tego typu badania majg znaczenie poznawcze,
ale biorac pod uwage udzial biatek opiekunczych w patogenezie, nalezy zauwazy¢ takze
aspekt aplikacyjny tej rozprawy ze wzgledu na ewentualnie planowane skutecznie terapie
antybakteryjne wynikajace ze znajomosci mechanizmow molekularnych zwigzanych z
wirulencjg groznych patogenéw bakteryjnych. W dalszej czesci rozprawy przedstawiono 4
publikacje oryginalne dotyczace charakterystyki biatka ClpB. Wszystkie te prace oryginalne
zostaly opublikowane w prestizowych czasopismach naukowych, takich jak: Adv. in Biosc.
and Biotech., BMC Microbiology, PLOS One, Int. J. Mol. Sci. i wszystkie zwigzane s3 z
charakterystyka wiasciwosci biatka ClpB z Lepfospira interrogans. Badania wstgpne
dotyczyly analizy poréwnawczej biatka ClpByi ze dobrze poznanym biatkiem ClpB z
Escherichia coli. Kolejna publikacja dotyczyta produkcji ClpBri w systemie bakteryjnym E.
coli, a nastepnie dwuetapowego oczyszczania i zbadania jego  wiasciwosci
immunoreaktywnos$ci w wyniku reakcji z surowicami zwierzat zakazonych zwierzat. Duzym i
waznym osiggnigciem naukowym w tym momencie byto udowodnienie, ze badane biatko
indukuje odpowiedz immunologiczng oraz jest obecne podczas infekcji tkanek i narzadow
gospodarza, co moze wskazywaé na jego udzial w wirulencji. W kolejnej pracy okreslono
precyzyjnie strukturg biatka i potwierdzono jego stabilno$é termiczng. Ponadto wykazano, ze
ClpBy; jest stosunkowo oporne na dziatanie trypsyny w obecnosci nukleotydoéw, co pozwolilo
na wyciagniecie uprawnionego wniosku, iz proces oligomeryzacji biatka w obecnosci
nukleotydu jest podstawa dla procesu dezagregacji i reaktywacji agregatow biatkowych,
istotnej funkcji tego biatka. Dodatkowo wykazano niezalezno$é aktywnosci ClpBy; od
systemu nadrzednego biatek KJE. Ostanie badania wchodzace w sklad rozprawy dotyczyly
wyznaczenia najistotniejszych substratow dla ClpBy; i okazalo si¢, ze sg nimi przede
wszystkim kluczowe enzymy metaboliczne. Jednak koncowy wniosek, iz rola biatka ClpBy;
w wirulencji tych bakterii polega na funkcji ochrony aktywnosci tych enzymow oraz w
kontroli metabolizmu w warunkach stresowych wymaga jeszcze badan i obecnie jest
dyskutowany. Niewatpliwe jednak jest to, iz wyniki uzyskane w przedstawionych pracach
oryginalnych, a tym samym w _ocenianej rozprawie doktorskiej, przyczyniajg si¢ do
poszerzenia naszej wiedzy na tem'at udzialu biatek opiekunczych w procesach patogenezy.

Nie ulega watpliwo$ci, ze ciekawe spostrzezenia doktorantki majg wielkie znaczenie
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aplikacyjne, bo moga w przysztosci pozwoli¢ na podjecie strategicznej decyzji o nowych
rozwigzaniach w zakresie walki z groznymi patogenami cztowieka. Wyniki jednoznacznie
wskazujg na fakt, iz prezentowana rozprawa doktorska przybliza pelne zrozumienie udzialu
biatek opiekuniczych w procesie patogenezy. Odkrycie naukowe doktorantki opisujace
niezalezng od KJE aktywno$¢ dezagregazy pozwala na przypuszczenie, iz mialo to miejsce na
skutek adaptacji do wewnatrzkomoérkowego cyklu zyciowego Leptosira. Potencjat
aplikacyjny pracy zostal mocno podkreslony, a przedstawione publikacje zapewniaja o
wysokim poziomie naukowym rozprawy. Odrebnym elementem pracy doktorskiej sg
oéwiadczenia wspétautoréw publikacji, wsréd ktérych w kazdym przypadku Pani mgr Anna
Fukasik jest gtéwnym i pierwszym autorem. Jej udziat we wszystkich pracach polegal na
wykonaniu wigkszosci doswiadczen opisywanych w publikacjach, a takze ich wspdlnym
planowaniu do$wiadcze oraz przygotowaniu manuskryptow. Szczegdlowa analiza
eksperymentow realizowanych przez doktorantke w ramach rozprawy doktorskiej widzianych
w perspektywie przedstawionych prac oryginalnych pozwala z cala pewnoscig na
stwierdzenie, iz rzeczywiscie jest ona gldéwnym wykonawcg przedstawionych publikacji, a
publikacje te mogg tworzy¢ cykl prac oryginalnych wchodzacych w sklad rozprawy
doktorskiej. Zaprojektowanie i uzyskanie kolejnych wynikéw oraz ich peina interpretacja
wymagata od doktorantki dobrej organizacji pracy oraz duzej pracowitosci, albowiem liczba
przeprowadzonych analiz i liczba wynikéw uzyskanych w rozprawie doktorskiej znacznie
wykracza poza przecigtng.

Z cala pewnoscig rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Krajewskiej daje podstawg do
dalszej pracy nad badaniem mechanizméw molekularnych zwigzanych z aktywnoscia biatek
opiekunczych, szczegolnie podczas procesu patogenezy. Jednak, aby z calg pewno$cig mozna
bylo uzna¢ wnioski Doktorantki za w petni uprawnione, konieczne bytoby poparcie
niektérych danych innymi dowodami bezpo$rednimi na drodze eksperymentalne;.
Przypuszczenie, ze ClpBy; izolowane z bakterii patogennej ulegto zmianie na skutek innego
trybu zycia wymaga silniejszej dokumentacji. Réwniez istotnym moze by¢ wplyw biatek
opiekunczych na szereg innych czynnikéw patogenezy, do ktérych z pewnodcia nie zalicza sig
enzym6w metabolicznych. Doktorantka nie rozwaza o perspektywach dalszych badan tego
typu bedacych kontynuacja wynikéw osiggnigtych w ramach rozprawy, nie dyskutuje takze o
ewentualnych kolejnych eksperymentach prowadzacych do mozliwosci opanowania problemu
pewnych chorob, gdzie biatka opiekurncze mogly by staé si¢ celem razenia. Ze wzgledu na to,
ze ramach obecnej formy rozpra\'zv doktorskich nie ma miejsca na tego typu rozwazania,

cheialbym dowiedzieé sig, jak wyobraza sobie doktorantka prace w tym kierunku i jak
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wyglada perspektywa tego typu programu badawczego. Chcialbym poznaé opinig
Doktorantki na ten temat podczas obrony pracy. W podsumowaniu pragng podkresli¢, iz
przedstawiona do oceny rozprawa zawiera nowatorskie wyniki na temat roli bialtek
opiekuniczych w wirulencji generowanej przez bakterie patogenne.  Opisane przez
doktorantke badania naukowe reprezentuja wysoki poziom naukowy i wnosza nowe i istotne
tresci do ogdlnej wiedzy na temat charakterystyki biatek opiekuniczych.

Biorac wszystko powyzsze pod uwage uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Joanny
Krajewskiej spelnia wymagania stawiane wspotczesnym pracom doktorskim i wnoszg do
Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie tej
rozprawy i dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorac pod
uwage wysoki poziom naukowy opublikowanych prac i ogrom pracy wniesiony przez
doktorantke w te prace doktorska, wnioskuje o stosowne wyréznienie tej wartociowej i

dobrze opublikowanej rozprawy doktorskie;j.
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