MALOPOLSKIE CENTRUM BIOTECHNOLOGII Krakéw, 08.02.2025

Grzegorz Dubin

(+48) 664-143-130

UNIWERSYTET ul. Gronostajowa 7a, 30-387 Krakow grzegorz_dubin@uj_edu_p|

JAGIELLONSKI

Recenzja rozprawy doktorskiej mer Patrycji Ambroziak pt. Translokon SEC jako mediator odpowiedzi

komorki na zaburzenie pozacytoplazmatyczne] homeostazy u bakterii Helicobacter pylori.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod opieka

prof. dr hab. Joanny Skorko-Glonek (promotor) oraz dr inz. Donaty Figaj (promotor pomocniczy).

System SEC odpowiada za eksport bialek bakteryjnych z cytoplazmy przez blon¢ wewngtrzna.
Cytoplazmatyczne biatko SecA (przy udziale SecB) rekrutuje substraty transbtonowego kompleksu
SecYEG i przez hydroliz¢ ATP zapewnia energi¢ niezbedng do transportu.

Proteaza HtrA stanowi istotny element pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek u
bakterii Gram-ujemnych, a jej funkcja jest niezbedna dla przezycia ludzkiego patogenu H. pylori.
Letalny efekt braku funkcjonalnej proteazy HtrA ulega supresji w mutantach C-konca SecA. Z
powyzszych obserwacji autorka stawia hipotez¢ o regulacji translokonu SEC w odpowiedzi na stres
pozacytoplazmatyczny. Testowanie tej hipotezy oraz wplywu mutacji C-konca SecA na funkcje biatka

stanowi motywy przewodnie pracy.

Pierwsza cz¢§¢ wynikoOw opisuje porownanie wihasciwosci fizykochemicznych oczyszczonych

wariantow SecA. Autorka pokazuje prawie identyczne profile CD wszystkich wariantéw oraz
zwigkszong stabilno$¢ termiczng formy skroconej (SecAC843X). Analiza poprzez ultrawirowanie
analityczne wskazuje na dominujagcag monomeryczng forme biatka. Autorka konkluduje, iz wszystkie
warianty wykazujg podobne wigzanie do liposoméw — czy jednak aby na pewno? Autorka stosuje
wysycajace stezenia liposomow, by¢ moze przy stezeniach nizszych udatoby si¢ zaobserwowac roznice.
Proszg¢ o komentarz w tym zakresie. Nastgpnie autorka analizuje aktywnos¢ ATP-azowa wariantow,
przedstawiajac wczesniej ograniczong optymalizacje warunkow przeprowadzania testu. W tym zakresie
mam kolejng watpliwos¢. Obecnos$¢ peptydu nie wplywa znaczaco na aktywno$¢ (przynajmniej
wizualnie — brak analizy statystycznej wynikdéw), a autorka nie testuje wariantu mieszaniny reakcyjnej
bez peptydu, a z HtrA. By¢ moze, obecnos$¢ peptydu nie ma w ogdle wplywu na reakcje. Poza tym
autorka nie testuje wptywu biatka obojetnego. By¢ moze wplyw HtrA nie jest specyficzny, a jest po
prostu czgsto obserwowanym efektem zablokowania niespecyficznych miejsc przez biatko nosnikowe.

Nie ulega dla mnie watpliwosci, ze ostatecznie przyjeta formuta testu jest uzyteczna do dalszych prac,



jednak wyodrebnienie rozdziatu dot. optymalizacji sugerowaloby systematyczne podejscie do
zagadnienia (z odpowiednimi kontrolami i rygorystyczng analizg statystyczng). Autorka powinna
wystrzegac si¢ predefiniowanych konkluzji (powtoérzonych dodatkowo w dyskusji) ktore maja stabe (lub
zadne) odzwierciedlenie w przedstawionych danych (np. utrzymywanie w mieszaninie peptydu dla
ktorego nie ma dowodu na wplyw na aktywnos$¢, czy dodatek HtrA ktéory ewidentnie zwigksza
aktywnos¢, jednak nie ma dowodu czy jest to wynikiem specyficznego oddziatywania z SecA). Sa to
kalki z prac nad aktywnoscia SecA w E. coli, tam jednak stymulacja jest rzgdu 10-80x (dyskusja, strona
165) 1 zaktadam, ze wskazujg na to dane eksperymentalne zawierajace odpowiednie kontrole. Konkluzja
tej czesci pracy jest wskazanie, ze przy braku znaczacych réznic strukturalnych dwie muteiny (C841Y
oraz C852Y) wykazuja podwyzszong aktywnos$¢ (Vmax) przy zachowanym powinowactwie do ATP

(Km). Efekty te sa zauwazalne jednak nie przekraczaja nawet dwukrotnej zmiany.

Druga cze¢$¢ wynikow analizuje wpltyw mutacji SecA na fenotyp H. pylori. Z uwagi na budowe operonu
(nachodzenie na siebie gendéw secA 1 lolF) konstrukcja szczepéw zawierajacych mutacje stanowita
wyzwanie. W pierwszym podej$ciu testowane rozwigzanie przyniosto polarny efekt na ekspresj¢ /lolF.
Duzym plusem jest, iz autorka bada efekt polarny i po jego zauwazeniu konkluduje, iz skonstruowane
szczepy nie nadajg si¢ do testowania wptywu mutacji punktowych w sec4 na fizjologi¢ H. pylori.
Niestety, pospiech i nierzetelno$¢ czesto prowadza do ukrywania (celowego niepokazywania lub braku
analizy) tego typu efektéw, tym samym prowadzac do nieadekwatnych konkluzji. Drugie podejscie, w
ktérym przywracano funkcje¢ HtrA w spontanicznie powstatych mutantach sec4 okazato si¢ bardziej
obiecujace. Wplyw mutacji na produkcje biatka SecA byt ..., no wlasnie — w teks$cie okreslony jako
nieistotny statystycznie (strona 135) a na rysunku 28C wydaje si¢ by¢ istotny (w legendzie opis
istotnosci statystycznych, na rysunku brak odpowiednich symboli). Nast¢pnie autorka przygotowata
szczepy z komplementacja — tutaj ponownie daje o sobie zna¢ problem z manipulacjg operonu sec/lol.
Czy nie daloby si¢ zastgpowacé calego tego operonu w miejscu jego naturalnego wystepowania w
genomie? Pozwoliloby to na znacznie ,,czystsze” planowanie eksperymentéw. Komplementacja w
postaci dodawania drugiej kopii genu jest pewnym rozwigzaniem, niekoniecznie jednak optymalnym.
Problematyczno$¢ tego podejscia pokazuja dobrze obserwowane zmiany ekspresji lo/F. Ponownie
nalezy podkresli¢ rzetelne podejscie autorki — mimo duzego naktadu pracy witozonej w produkcje
szczepow konkluduje ona, iz szczepy te nie s3 odpowiednie do dalszych analiz z uwagi na wptyw
komplementacji na ekspresje gendw trzecich. Istotne takze, iz autorka podjeta sekwencjonowanie catych
genomow szczepow z mutacjami ktore wykazalo, iz rzeczywiscie mutacje sec4 sa odpowiedzialne za

kompensacje¢ aktywnosci HtrA, a nie s tylko jednym z efektow obserwowanych przy inaktywacji HtrA.



W trzeciej czesci pracy autorka bada wptyw mutacji SecA na fizjologie komorki. Autorka pokazuje, iz
mutacje w C-koncowej czeSci SecA wplywaja na autoaglutynacje (co posrednio wskazuje na
modyfikacje powierzchni komorki). Efekty sa niewielkie, cho¢ statystycznie istotne. Wystepuja tez
pewne roéznice we wrazliwosci na SDS w badaniach potilosciowych. Sg one jednak na tyle niewielkie,
ze bez badan iloSciowych 1 analizy statystycznej trudno okresli¢ istotno$¢ tej obserwacji. Szczepy z
mutacjami wykazujg nieznacznie zmniejszong wrazliwo$¢ na tetracykling, efekt ten jednak z ledwoscia
osigga istotnos¢ statystyczng. W dyskusji autorka probuje wskazywac na potencjalne mechanizmy, nie
prowadzi jednak zadnych eksperymentow na potwierdzenie tych przypuszczen. Pewne zmiany
zaobserwowano réwniez w zdolnosci do sekrecji y-glutamylotransferazy (gGT), stanowigcej marker
aktywno$ci systemu Sec, jednak zmiany te nie osiagnely istotnosci statystycznej. Co istotne —
eksperyment ten wykazal, iz mutacje w C-koficowej czgsci SecA nie powoduja zmniejszenia
translokacji substratow SecA. Ciekawa bytaby tutaj analiza poziomu translokacji HtrA, nie zostata ona
jednak podjeta. Obserwowano istotny statystycznie wplyw mutacji SecA na transkrypcje cagA, jednak

efekt ten nie byl obserwowalny na poziomie biatka.

W _czwartej] czesci pracy analizowano wplyw czynnikow stresowych na ekspresje elementow

translokonu Sec. Odpowiedz bakterii na rézne czynniki stresogenne mierzona poziomem transkryptow
elementéw translokonu Sec byta zrdéznicowana, a niektére z obserwowanych efektow byty znaczace.

Gen secY byl najbardziej podatny na represj¢.

Podsumowujac, autorka wychodzi od bardzo ciekawej obserwacji, iz inaktywacja HtrA w H. pylori jest
mozliwa jedynie przy kompensacyjnych mutacjach w C-terminalnej czgsci SecA. Zadaje oczywiste w
tym przypadku pytanie, tj. jaki jest efekt tych mutacji w szczepach z aktywnym HtrA. Uzyskanie
odpowiedzi nie jest jednak proste. Uzyskanie odpowiednich szczepéw okazuje si¢ wyzwaniem, a gdy
w koncu udaje si¢ pokonac tg przeszkode techniczng, fenotyp szczepow nie manifestuje si¢ wyraznie w
analizowanym zakresie. Szkoda, ze autorka nie zbadata np. proteomu btony zewngtrznej i1 peryplazmy.
By¢ moze zmiany sktadu ilosciowego pozwolilyby rozwikta¢ wptyw mutacji w C-koncowej domenie
SecA. Badania te sa zapewne w planach, jednak na ta chwile hipoteza zmienionej aktywnos$ci
translokacyjnej nie znajduje potwierdzenia w przedstawionych danych. Praca opisuje efekty szeregu
podjetych poszukiwan, niestety brak jednoznacznej konkluzji co do roli mutacji w C-koncowej domenie
SecA na tolerancje na inaktywacje HtrA lub ogolnie fenotypu tych mutacji. Kwestia ta pozostaje wiec

otwarta pomimo duzego naktadu pracy wtozonego w probe jej rozwiktania.

Poza pytaniami zawartymi w teks$cie powyzej, prosz¢ dodatkowo o przeanalizowanie nast¢pujacego

zagadnienia: Autorka wielokrotnie wskazuje, iz niewielki procent homologii bialek (np. miedzy E. coli



1 H. pylori) wskazuje na potencjalnie odmienne funkcje tych biatek (lub bardziej ogolnie, na rdznice
zaangazowanych mechanizmoéw). Wiadomo jednak, iz szereg biatek nie wykazujacych praktycznie
zadnej homologii sekwencji posiada analogiczne struktury i funkcje. Prosz¢ o analiz¢ tego typu
powigzan homologii sekwencji, analogii strukturalnych i funkcji biatek oraz o odpowiedz na pytanie
czy niewielki procent homologii to juz podstawa do przypuszczalnej roznej funkcji. Z mojego
doswiadczenia wynika, Ze identyczno$¢ sekwencji na poziomie ~30% to bardzo duza homologia,
wskazujgca prawie zawsze na identyczng funkcje, podczas gdy autorka sugeruje, iz to niewielka
homologia (np. strona 44 czwarty paragraf, ale tez szereg innych miejsc). Definicja, co uwazamy za
wielkie lub niewielkie jest subiektywna, moze wigc warto byloby ja okresli¢ bardziej obiektywnie, np.
przez statystyczng analiz¢ jaki poziom homologii daje jeszcze znaczace podobienstwo funkcji. Ponadto,
przy bogactwie dostepnych danych sekwencyjnych, czesto znacznie lepszym sposobem identyfikacji
podobienstw funkcjonalnych jest analiza homologii w duzych grupach genéw w miejsce arbitralnej

selekcji dwoch gatunkow.

Kolejna uwaga dotyczy definicji poje¢ i spdjnosci przekazu. Autorka wielokrotnie wzmiankuje badanie
,»wydajnosci funkcjonowania translokonu SEC”. Nie definiuje jednak co rozumie pod tym pojeciem, a
dalej nie prowadzi praktycznie eksperymentow ktore moglyby zmierzy¢ tg wlasciwos¢ (jakkolwiek nie
bylaby zdefiniowania). Czy wydajnos¢ translokonu to ogolna zdolno$¢ do sekrecji zroznicowanej puli
biatek? Ale wtedy musiataby rosng¢/male¢ takze produkcja tych biatek. Czy wydajnos¢ to szybkos¢
transportu pojedynczego biatka (wtedy przy statym poziomie produkcji biatek powinna male¢ ilo$¢
translokonu Sec). Jesli tak, to ktorego biatka — by¢ moze domena C-terminalna moduluje szybkos¢
transportu tylko niektorych biatek. Itd. Bez dobrej definicji problemu trudno zaplanowa¢ odpowiednie
eksperymenty.

Pomimo powyzszych uwag, praca jest przygotowana niezwykle starannie, co jak na takie obszerne
opracowanie jest osiggnieciem wartym podkreslenia. Jednoczesnie jest dla mnie zbyt dtuga. Zdaje sobie
sprawe z przyjetej formy zwyczajowej, jednak uwazam, iz powinni$my raczej dazy¢ do przedstawiania
skondensowanej esencji, szczegélnie w czasach zalewu wszelkiego rodzaju informacjg. Praca nie
zawiera znaczacych elementow nadmiarowych, a jednak w moim odczuciu bytaby jeszcze ciekawsza,
gdyby udato si¢ informacj¢ w niej zawartg zmiesci¢ na ~120 w miejsce 191 stron. To subiektywna

opinia, nie majgca wplywu na wysokg oceng rozprawy.

Ponadto, z caloscig rzetelnie przygotowanej rozprawy kontrastuje zdanie: ,,Aktywnos$¢ ATPazy
oczyszczonych preparatow SecA E. coli (aktywno$¢ spoczynkowa) jest nieduza.” Tego typu

nieprecyzyjne sformutowanie nie pasuje do literatury naukowej. Potaj¢ ten przyktad jako element



bardziej humorystyczny, jedno z niewielu potknig¢ w dtugiej 1 dobrze przygotowanej pracy, autorka

powinna jednak wystrzegac si¢ tego typu nienaukowych stwierdzen w przysztych opracowaniach.

Wedlug mojej oceny wyniki przedstawione w rozprawie uzasadniaja nadanie kandydatce stopnia
naukowego doktora. Rozprawa doktorska mgr Patrycji Ambroziak spelnia normy zwyczajowe i prawne,
w tym odpowiada wymaganiom okreslonym w art. 187 ust. 1 1 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.). Dlatego wnosze o dopuszczenie

Pani mgr Patrycji Ambroziak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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