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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Ambroziak zatytutowana
,Translokon SEC jako mediator odpowiedzi komaérki na zaburzenie pozacytoplazmatycznej
homeostazy u bakterii Helicobacter pylori”’

Rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Ambroziak jest oryginalnym opracowaniem
liczacym 181 stron maszynopisu. Podziat pracy jest prawidtowy, w klasycznym uktadzie
rozdziatdw stosowanym przy eksperymentalnych rozprawach doktorskich.

Tematem pracy jest analiza funkcjonalna biatka SecA i jego wariantdw w utrzymaniu homeostazy
proteomu przestrzeni periplazmatycznej komorek Helicobacter pylori. Mozna z duzym
prawdopodobienstwem powiedzie¢, ze pierwsze komarki byty wyposazone w pojedynczg btong
komoérkowa jak obecne bakterie Gram dodatnie. Z czasem okazato sie, ze posiadanie
dodatkowego bufora miedzy wnetrzem komorki a ,resztg $wiata” jest dobrym pomystem co
zaowocowato powstaniem komérek Gram ujemnych. Jednak pojawienie sie dodatkowej
przestrzeni miedzybtonowej rozwigzywato czes$¢ pierwotnych probleméw w zamian dodajac
nowe. Tym nowym problemem jest transport i utrzymanie homeostazy komponentéw
komérkowych znajdujgcych sie w przestrzeni miedzybtonowej oraz przemieszczanie
makromolekut do srodowiska otaczajacego komadrke w poprzek dwdch bton komérkowych. Aby
sprosta¢ nowym wyzwaniom komaérki bakterii Gram ujemnych wytworzyly caty szereg sposobdéw
na przemieszczanie biatek w poprzek bton komérkowych. | w ten sposéb dochodzimy do biatka
SecA, ktére jest sktadnikiem jednego z najwazniejszych czy tez najczesciej wykorzystywanych
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przez komérke systemow przemieszczania biatek. Uwage autorki przyciggneto spostrzezenie, ze
usuniecie biatka opiekunczego funkcjonujgcego w przestrzeni miedzybtonowej (HtrA) albo
prowadzi do efektu letalnego albo do pojawienia sie kilku zmian w C-koAcowej czesci biatka
SecA. Wyjasnieniu znaczenia tych zmian oraz precyzyjnemu okresleniu wspdtzaleznosci miedzy
biatkiem SecA a HtrA oraz pozostatymi sktadnikami komérki poswiecona jest recenzowana
rozprawa doktorska.

Wstep

Rozdziat ten, liczacy 30 stron jest poprzedzony spisem stosowanych skrétow. Jest to gradka dla
recenzenta, poniewaz prawie zawsze mozna co$ tam znalezé. W spisie skrotéw rozprawy
doktorskiej Pani mgr Ambroziak, zauwazam pewng niekonsekwencje wyrazajgcy sie
podawaniem tylko petnej nazwy skrétu w j. angielskim bez jej ttumaczenia na jezyk polski Dalsza
lektura rozdziatu ,wstep” wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane bezposrednio z
tematem rozprawy, czyli sposobami lub systemami stosowanymi przez komérki do
przemieszczania biatek w poprzek bton komdrkowych lub ich umieszczaniu wewnatrz tych
ostatnich. Autorka opisuje réznice w sposobie dziatania tych systemdéw u réznych gatunkow
bakterii wyjasniajagc réwniez na tyle ile to mozliwe ich przeznaczenie. Rozdziat jest napisany
jasnym i zrozumiatym jezykiem. Mimo dbatosci Autorki o klarownos¢ tekstu chciatbym zwrdécic
fragmenty, gdzie nieuporzadkowanie bierze goére: i) na str. 23, mniej wiecej w potowie akapitu
wspomina Pani o systemie SEC znajdujgcym sie w btonie zewnetrznej...; ii) zgadzam sie ze biatko
SecA moze by¢ celem nowych czynnikdéw antybakteryjnych, ale chyba nie ono samo jest
obiektem badan nad lekami antybakteryjnymi (str. 30); iii) do$¢ interesujgco oddziela Pani
ruchliwos¢ bakterii od chemotaksji (str. 41-42). Moge poprosi¢ o kilka stéw komentarza,
poniewaz w mojej ocenie oba zachowania sg praktycznie tozsame; iv) czy rozluznienie potaczen
miedzy komdrkami nabtonkowymi rzeczywiscie umozliwia bakteriom ,transmigracje” poprzez
komarki nabtonka czy tez moze miedzy nimi (str. 45)?

Rozdziaty ,Materiaty” i ,,Metody”

Pani Ambroziak zdecydowata sie na utworzenie dwdch osobnych rozdziatéw dla materiatéw oraz
metod. Pomimo tego pozwole sobie omoéwic te dwa rozdziaty fgcznie. Pierwszym wrazeniem jest
duza szczegétowos¢ obu omawianych rozdziatéw, co stwierdzam z duzym zadowoleniem.
Zauwazam bardzo duzg starannos¢ w redakcji tych rozdziatdw, gdzie ze wzgledu na koniecznos¢
stosowania wzoréw chemicznych bardzo tatwo o btedy pisarskie. W tym konkretnym przypadku
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99,99% zapiséw jest prawidtowy. Udato mi sie znalez¢ tylko kilka malutkich btedéw (tab. 7, str.
55 — znaki dziesietne, str. 74 — za ,,moich czasdw” siarczan amonu miat inny wzér sumaryczny) —
szczerze gratuluje precyzji zapisu. Réwnie skrupulatnie zostaty opisane procedury doswiadczalne
stosowane podczas prowadzonych badan. Miatbym tylko kilka matych pytan: czy rzeczywiscie
bakterie zaszczepiano do OD=0,5 (str. 76, metoda 6.1.4)? Metoda , kolonijna reakcja PCR” brzmi
dla mnie troche niezrecznie. Czy nie bytoby lepiej ,reakcja PCR z komérkami bakterii”? Bardzo
mi sie podoba w opisach warunkdw wirowania podawanie sity odsrodkowej zamiast predkosci
obrotowej. Jednak nie jest to ,, predkos¢ 8000g” i temu podobne w dalszej czesci metod (str. 79).
Czy rzeczywiscie zaszczepiano bakterie do 100ml LB w metodzie 6.22? Jesli pdzniej hodowle
nocng rozciericzano w stosunku 1:50 do koricowej objetosci 500ml to hodowla nocna byta
przesadnie duza. W jaki sposdb obliczano ,,ilo$¢ wyrosnietych kolonii” (metoda 6.31.3)? Moze
po prostu je liczono?

Wyniki

Rozdziat ten ma objeto$¢ 52 stron i zawiera opis uzyskanych wynikéw przez Panig mgr.
Ambroziak. Objetos¢ tego rozdziatu liczona w stronach tekstu nie oddaje w zadne sposdb
zakresu i rdéznorodnosci przeprowadzonych analiz. Autorka rozpoczyna swojg droge od
stosunkowo prostych doswiadczen dostosowujgc swéj warsztat do uzyskiwanych wynikow oraz
potrzeb. W trakcie lektury tego rozdziatu mamy mozliwo$é przeczyta¢ o bardzo szerokim
wachlarzu wykorzystanych przez Autorke metod z zakresu mikrobiologii, inzynierii genetycznej,
chemii, biofizyki i biochemii. Uktad tresci odzwierciedla postepy i trudnosci w prowadzonych
badaniach. Poniewaz tres¢ tego rozdziatu przedstawia granice naszej wiedzy mam kilka uwag i
pytan: i) Na rysunku 10 przedstawiono oczyszczanie biatka SecA metodg s3aczenia
molekularnego. W opisie prowadzonych prac jest informacja o potaczeniu frakcji od 12 do 17.
Poprosze o dwa-trzy stowa komentarza, dlaczego? Patrzac na Ryc.10 frakcje 15 — 17 wydajg sie
by¢ lepiej oczyszczone z biatka ArnA w stosunku do frakcji 12-14. Dlaczego zdecydowata Pani
uzy¢ sgczenia molekularnego zamiast np. chromatografii jonowymiennej w celu doczyszczenia
preparatu SecA?

W dalszej czesci rozdziatu ,Wyniki” mgr Ambroziak przeprowadzita pomiary parametrow
kinetycznych zwigzanych z hydrolizg ATP przez biatko SecA. Zostato to wykonane w bardzo
przekonujacy sposob. Jednak mam pytanie: czy nie myslata Pani o przeprowadzeniu pomiaréow
np. statej wigzania substratu przez biatko SecA i jego analizowane warianty? Tempo hydrolizy
ATP wskazuje na aktywnos¢ SecA, jednak w przypadku zmiany powinowactwa do substratu sam
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pomiar hydrolizy ATP moze by¢ niewystarczajgcy do petnej charakteryzacji wariantu tego biatka.
Poprosze o kilka stéw komentarza w kontekscie konkluzji ze strony 126 pod tabelg 30.

Czy konstruujgc szczepy H. pylori z dodatkowa kopig genu secA w miejscu plastycznosci czy
rozwazata Pani mozliwos¢ umieszczenia tam badanego genu pod kontrolg jego natywnego
promotora i sekwencji regulatorowych? Jesli ilos¢ biatka SecA jest $cisle kontrolowana w
komérce, to wykorzystanie konstytutywnego, silnego promotora mogto spowodowa¢ o wiele
powazniejsze zaburzenia w ekspresji operonu secA-lolF. Moze warto by bylo przemyslec¢
rozdzielenie obu tych gendw zapewniajac ich ekspresje z fizjologicznego promotora?

Wydaje mi sie, ze usystematyzowanie gendéw wykorzystanych jako referencyjne w tabeli, w
opisie analizy ekspresji secA i lolF poprawitoby czytelnos$¢ tego fragmentu (str. 135). Wedtug
jakich kryteriéw dobierano geny referencyjne dla poszczegdlnych analiz gPCR?

Jedna z niedogodnosci prowadzenia badan naukowych jest brak ich korica. Zawsze pozostaje co$
do sprawdzenia. Czy biorgc pod uwage ztozonos¢ i réznorodnosé zaobserwowanych zmian w
poziomie transkrypcji oraz ilosci badanych biatek nie dyskutowata Pani z Promotorem
mozliwosci/zasadnosci analizy typu RNAseq w wybranych szczepach i warunkach? Jakie
kombinacje uznata by Pani za najciekawsze pod wzgledem poznawczym?

Dyskusja

Na kolejnych 20 stronach maszynopisu Doktorantka konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z
danymi dostepnymi w literaturze przedmiotu. Ztosliwos¢ materii (w tym wypadku ozywionej)
nie dajg w chwili obecnej mozliwosci, aby jednoznacznie wyjasni¢ znaczenie poszczegélnych
mutacji w genie secA dla homeostazy komérki i zmian w poziomie ekspresji i ilosci innych biatek
komérkowych. Obraz, ktéry mozna zbudowad na bazie przedstawionych wynikéw badan
pokazuje ztozonosé oraz plastycznosé¢ komorkowych systeméw utrzymana rownowagi wsrod
biatek przestrzeni miedzybtonowej oraz ich transportu. Poniewaz méwimy o duzej czesci
komérki Gram ujemnej i absolutnie niezbednej do jej przezycia trudno oczekiwaé wynikéw
czarno-biatych, zero-jedynkowych. Mimo tego mgr Ambroziewicz przeanalizowata imponujaca
ilos¢ czynnikdw mogacych wskazywad na sposdb i jakos¢ dziatania biatka SecA. Moze jeszcze na
podstawie zaprezentowanych wynikéw nie mozna jednoznacznie powiedzie¢, ze jest tak lub
inaczej, ale zdecydowanie utatwig one stawianie kolejnych pytan w przysztosci, wedtug zasady
mowigcej: aby zadad wtasciwe pytanie trzeba znaé choé czes¢ odpowiedzi.

Miedzyuczelniany tel. +48 00 000 00 00 ul. Abrahama 58
\lIJVydziai Biotezhdnololgii e-mail: nazwa@ug.edu.pl 80-307 Gdanisk

niwersytetu Gdanskiego : h I
i Gdanskiego Uniwersytetu www.biotech.ug.edu.p
Medycznego




EEmE -
. & GDANSKI
P Uniwersytet 3
G Y ¥ UNIWERSYTET

G Gdanski

* MEDYCZNY

Literatura
Spis literatury jest imponujacy i liczy az 239 pozycji. Stanowi to bardzo szerokg podstawe ztozong
z dostepnych informacji do planowania, przeprowadzania i interpretacji prac badawczych.

Przedstawiona praca wnosi oryginalny wktad naukowy w wiedze o procesach zachodzgcych w
komérkach bakterii Gram ujemnych stuzgcych utrzymaniu réwnowagi pomiedzy przestrzeniami
oddzielonymi bftong komodrkows. S3 to fundamentalne procesy Zzyciowe a poznanie ich
mechanizmu moze w przysztosci zaowocowaé nawet nowymi metodami leczenia, o czy Autorka
wspomina w swojej rozprawie. Droga do tego jest pewnie jeszcze daleka, ale badania
podstawowe sg niezbedne, aby to mogto staé sie prawdg w przysztosci. Doktorantka wykazata
sie bardzo duzym kunsztem eksperymentatora planujgcego, przeprowadzajgcego oraz
wyciggajacego whnioski z uzyskanych wynikéw. Chciatbym po raz kolejny podkresli¢ bardzo
szeroki zakres metod zastosowanych przez mgr Ambroziak podczas swojej pracy. Zdaje sobie
sprawe, ze w rozprawie zostaty opisane tylko ,udane” doswiadczenia, ale ich ilos¢ jest
imponujaca. Szczegdlnie jesli wezmie sie pod uwage ilos¢ pracy jaka byta niezbedna do ich
realizacji. Wskazuje na duze umiejetnosci mgr. Ambroziak jako eksperymentatora posiadajgcego
,ztote rece” w ktorych kazda stosowana metoda dziata.

Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymogi okreslone w art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pdzn. zm.), w zw. z art. 179. Ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
2018 poz. 1669 z pdin. zm.) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Ambroziak do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Bedac pod wielkim wrazeniem ogromu pracy wykonanej przy realizacji tej pracy doktorskiej,
niezwykle szerokiego wachlarza metod badawczych od najbardziej tradycyjnych doswiadczen
mikrobiologicznych typu ,posiej i zobacz co wyrosnie” do zaawansowanych nowoczesnych
analiz bioinformatycznych (np. alpha fold). Co jest rzadko spotykane, tak szalenie zréznicowane
metody badawcze byly zastosowane z duzym powodzeniem. Pani mgr Ambroziak jest réwniez
eksperymentatorem niepotykanej sprawnosci. Biorgc to wszystko pod uwage wnosze o
uhonorowaniem rozprawy stosowng nagroda.
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