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System SEC jest podstawowym systemem sekrecji biatek u bakterii i odgrywa kluczowa role
w prawidtowym funkcjonowaniu komérki, uczestniczac w biogenezie bton, tworzeniu struktur
powierzchniowych oraz utrzymaniu homeostazy biatkowej w przestrzeni pozacytoplazmatyczne;.
Choé¢ mechanizm dziatania tego systemu zostat szczegétowo scharakteryzowany u modelowej
Escherichia coli, znacznie mniej wiadomo o jego funkcjonowaniu u bakterii o odmiennych
wymaganiach ekologicznych i fizjologicznych, ktéra jest Helicobacter pylori. Jest to gatunek
o zredukowanym zestawie biatek pomocniczych, a jego mechanizmy adaptacyjne sg silnie zaleine
od sprawnego dziatania systemoéw eksportu biatek.

Przedstawione w rozprawie badania koncentrujg sie na jednym z kluczowych elementdéw
bakteryjnego aparatu sekrecyjnego — biatku SecA, petnigcym centralng role w funkcjonowaniu
systemu SEC odpowiedzialnego za eksport biatek poza cytoplazme. Impulsem do ich podjecia byla
obserwacja, ze w szczepach H. pylori z mutacjg w genie htrA, kodujgcym jeden z gtéwnych czynnikéw
wirulencji i zarazem element pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakoéci biatek, pojawiajg sie
mutacje w C-koricowym fragmencie biatka SecA. Co istotne, uzyskane wyniki wskazywaty, ze
obecnosé mutacji w SecA jest warunkiem koniecznym do wprowadzenia mutacji w genie htrA, co
sugeruje istnienie funkcjonalnej zaleznosci pomiedzy tymi dwoma elementami. Zasadne stato sie
wiec ustalenie, czy skutkiem mutacji w biatku SecA jest modyfikacja efektywnosci dziatania
poszczegblnych komponentéw systemu SEC czy tez modulacja sktadu kompleksu translokonowego.
Problem ten wyznacza gtéwny cel naukowy rozprawy, jasno sformutowany i konsekwentnie
realizowany w jej kolejnych czesciach.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim w formie
spojnego tematycznie opracowania. Liczy ona 191 stron i zostata opatrzona 47 rycinami
i 38 tabelami. Uktad rozprawy jest prawidtowy — typowy dla prac o charakterze eksperymentalnym,
zawiera wigc charakterystyczne dla takich opracowan rozdzialy, tj. Streszczenie (rowniez w jgzyku
angielskim), Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie oraz spis
cytowanej literatury. W pracy zamieszczono takze Wykaz stosowanych skrétéw oraz informacje na
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temat Zrédta finansowania badani. Przejrzysta narracja oraz logiczna struktura pracy ufatwiaja
czytelnikowi $ledzenie realizacji zatozonych celéw oraz analize uzyskanych wynikéw.

Z obowigzku recenzenta musze zaznaczyé, ze w rozprawie wystepuja pewne uchybienia natury
redakcyjnej i jezykowej. Obejmujg one m.in. (a) btedy interpunkcyjne (str. 17, 36, 39, 118, 141),
(b) btedy literowe (np. gluczorakorak - str. 38; beart - str. 14), oraz (c) niedociggnigcia redakcyjne,
takie jak nieprawidtowe odnoéniki do rozdziatéw i podrozdziatéw (str. 104, 107). W tekscie pojawiaja
sie tez pojedyncze niezreczne sformutowania, np.: ,omijajac peryplazme” (str. 17); ,nie jest
wiadome” (str. 40).

Do innych przyktadowych niedociagnieé naleza:

- str. 30 - sformutowanie ,..jest uwazane za atrakcyjny obiekt badarn nad lekami
przeciwbakteryjnymi...” — w tym kontekécie trafniejsze bytoby uzycie stowa cel, ktére lepiej oddaje
sens badari farmakologicznych;

- str. 30 - zdanie ,..Biatko SecA nie zostato zidentyfikowane u eukariontéw, z wyjatkiem
chloroplastéw, ktére posiadaja homolog SecA ze wzgledu na ich ewolucyjne pochodzenie...” jest
sformutowane w sposéb nie do korica jasny i wymaga przeformutowania, np.: Biatko SecA nie zostato
zidentyfikowane u eukariontdw, z wyjqtkiem chloroplastow, ktdre - ze wzgledu na swoje ewolucyjne
pochodzenie - posiadajq homolog SecA.

- str. 31 — stwierdzenie ,,...HSD jest dluga domeng a-helikalng, ktéra taczy wszystkie pozostate
domeny SecA...” mozna zastapi¢ bardziej precyzyjnym opisem, wskazujacym, ze HSD jest diugg
domeng a-helikalng, wokét ktérej zorganizowane sq pozostate domeny SecA, a tym samym petni
funkcje platformy strukturalnej odpowiedzialnej za utrzymanie prawidtowej architektury SecA.

W tekscie pojawia sie tez kilka anglicyzméw, np. ,....Biatka, ktérych ostateczng destynacja...” (str, 18);
»-.KOompetycja miedzy bakteriami..” (str. 20). Warto, o ile to moiliwe, zastepowad je
odpowiednikami lepiej wpisujacymi sie w normy jezyka polskiego. Nalezy jednak podkresli¢, ze s3 to
drobne potknigcia typowe dla obszernych opracowan, ktére nie zaktécajq merytorycznego odbioru
pracy ani nie wptywajg na jej zrozumiatos¢.

Ocena poszczegdlnych czesci rozprawy
Rozdziat Wstep zostat przygotowany w oparciu o bogaty i starannie dobrany zestaw pozycji

literaturowych, obejmujacy zaréwno prace przegladowe, jak i oryginalne publikacje badawcze.
Znaczacy udziat publikacji z ostatnich lat $wiadczy o uwzglednieniu aktualnego stanu wiedzy. Wstep,
liczacy 30 stron, zostat podzielony na siedem merytorycznie réwnorzednych podrozdziatéw.
Doktorantka omdwita systemy sekrecji biatek u bakterii Gram-ujemnych, ktadac szczegblny nacisk
na systemy dwuetapowe oraz mechanizm sekrecji i transportu lipoprotein, ktérych funkcjonowanie
jest SciSle powigzane z prawidiowym dziataniem systemu SEC. Nastepnie przedstawita proces
translokacji biatek zalezny od systemu SEC, po czym szczegétowo omoéwita strukture, wiasciwosci
oraz mechanizm dziatania biatka SecA — kluczowego elementu dalszych analiz. Kolejna czgs¢ wstepu
poswiecona zostata mechanizmom regulacji ekspresji genéw kodujgcych komponenty translokonu
SEC. Rozdziat zamyka syntetyczne omdwienie biologii Helicobacter pylori ze szczegblnym
uwzglednieniem funkcjonowania systemu SEC, systemu Lol oraz mechanizméw odpowiedzi na stres
i pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jako$ci biatek u tego gatunku.

Przy opisie mechanizmu dziatania biatka SecA Doktorantka odwotuje si¢ przede wszystkim do
koncepcji power-stroke. Warto jednak zaznaczyé, ze w literaturze pojawily sie¢ nowsze badania,
w tym praca wykorzystujaca technike HS-AFM (high-speed atomic force microscopy, Kanaoka,
2025), ktére dostarczaja pierwszych bezposrednich danych dotyczacych zmian konformacyjnych
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SecA zachodzacych podczas translokacji biatek. Uwzglednienie tych doniesieri pozwolitoby petniej
przedstawic¢ aktualny stan wiedzy w tym zakresie.

W tekscie wystepuja réwniez nieliczne uchybienia merytoryczne wymagajace korekty. Na stronie 22
elastaza LasB oraz egzotoksyna A zostaly przedstawione jako enzymy kluczowe dla patogenezy
mukowiscydozy, podczas gdy sq to ogélne czynniki wirulencji Pseudomonas aeruginosa,
uczestniczace w kolonizacji, modulacji odpowiedzi immunologicznej oraz uszkadzaniu tkanek
w réznych typach zakazen, a nie wylacznie w przebiegu mukowiscydozy. Na stronie 23 w opisie
biogenezy autotransporteréw btednie umiejscowiono system Sec w bfonie zewngtrznej. Z kolei na
stronie 25 pojecie Bacteroidetes zostato nieprawidiowo okreélone jako rodzaj, mimo ze jest to typ
bakterii.

Pomijajac wskazane drobne uwagi, rozdziat Wstep zostat przygotowany na bardzo dobrym poziomie
merytorycznym i stylistycznym. Jego tres¢ w sposéb logiczny i konsekwentny prowadzi czytelnika do
jasno sformutowanego Celu naukowego, umozliwiajgc zrozumienie biologicznego znaczenia
badanych czasteczek oraz uzasadniajac podjecie przedstawionych badan.

W kolejnych dwdch rozdziatach rozprawy przedstawiono zastosowane materiaty oraz metody
badawcze. Rozdziaty te zostaty opracowane w sposéb rzetelny i spéjny, a poszczegdlne etapy badan
Doktorantka opisata na tyle szczegétowo, ze umotzliwiajg ich odtworzenie wylacznie na podstawie
zawartych informacji. W ramach uwag redakcyjnych warto zwrdci¢ uwage na sposéb zapisu
fenotypéw opornosci na antybiotyki. Zgodnie z przyjetymi zasadami, oporno$¢ determinowana
przez geny plazmidowe oznaczana jest kodem dwuliterowym (np. Ap®), natomiast w przypadku
genéw chromosomowych stosuje sie zapis trzyliterowy (np. Ampf). Reguta ta nie zostafa
zastosowana przy opisie fenotypéw plazmidéw i szczepéw bakteryjnych (str. 58-60). Okreslenia
»Starter przedni” i ,starter wsteczny” sg zrozumiate i spotykane w praktyce laboratoryjnej, w
literaturze naukowej czeéciej stosuje sie¢ jednak ustalone nazewnictwo forward
i reverse. W tym przypadku ich uzycie wynika z przyjetej konwencji terminologicznej, a nie
z nieuzasadnionego stosowania anglicyzméw.

Wyniki przedstawiono na 52 stronach rozprawy. Tworzg one logiczny cigg przyczynowo-skutkowy,
dzieki czemu tok rozumowania Doktorantki jest tatwy do przesledzenia. W badaniach zostat
wykorzystany bogaty zestaw metod z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej, genetyki,
biochemii, biofizyki oraz inzynierii biatek. Dobér metod byt adekwatny do realizowanych zadar, co
wskazuje na bardzo dobre opanowanie warsztatu badawczego oraz umiejetnos¢ jego wiasciwego
zastosowania. Na podkreslenie zastuguje réwniez krytyczna ocena stosowanych podejsé
metodologicznych. Sposéb prezentacji wynikéw nie budzi zastrzezen.

Prace rozpoczeto od biochemicznej charakterystyki biatka SecA H. pylori oraz pieciu jego wariantéw
zawierajacych mutacje w rejonie C-koricowym. W tym celu biatka zostaty oczyszczone, a nastepnie
wykorzystane do analizy stabilno$ci termicznej metoda dichroizmu kotowego oraz do oceny stopnia
oligomeryzacji z zastosowaniem ultrawirowania analitycznego. Wyniki tej czgsci pracy wskazujg, ze
substytucje w rejonie C-koricowym SecA nie powodujg istotnych zmian strukturze Il-rzedowej
biatka, natomiast w zréinicowanym stopniu oddziatuja na jego stabilnoé¢ termiczng. Badane
mutacje nie wplywaja takze znaczaco na strukture IV rzedowg SecA, jednak zaobserwowano, ze
zmiany zaburzajace rejon wigzania metalu prowadzity do niewielkich réznic w proporcjach pomigdzy
poszczegdinymi formami oligomerycznymi.
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Doktorantka wykazata ponadto, ze mutacje w C-koricowym fragmencie SecA nie wplywaja na
zdolnoé¢ tego biatka do wigzania sie z liposomami utworzonymi na bazie lipidéw E. coli,
wykorzystanymi jako model btony biologicznej, natomiast wywieraja zréznicowany wptyw na jego
aktywno$¢ enzymatyczng. Dwa z analizowanych mutantéw (C841Y oraz C852Y) wykazywaly
wyraZnie zwigkszone tempo hydrolizy ATP w poréwnaniu z biatkiem typu dzikiego. W kontekécie
tego ostatniego eksperymentu zasadne wydaje sie uzupetnienie pracy o krétkie wyjaénienie
przyczyny zastosowania oddzielnie sekwencji sygnalnej oraz biatka-substratu pozbawionego wlasnej
sekwencji sygnalnej, zamiast wykorzystania biatka zawierajacego natywna sekwencjg sygnalna.

W kolejnym etapie badari oceniono wptyw mutacji biatka SecA na cechy fenotypowe H. pylori.
Realizacja tego etapu wymagata skonstruowania szczepéw H. pylori zawierajacych mutacje
punktowe w rejonie genu secA kodujacym C-koricowy fragment biatka, co okazato sie zadaniem
technicznie wymagajacym. W pierwszych uzyskanych szczepach wprowadzone mutacje zaburzaty
prawidiowe funkcjonowanie operonu secA-lolF, co wykluczyto ich wykorzystanie w dalszych
analizach. Doktorantka poradzita sobie jednak z tym problemem, decydujac sie na wykorzystanie
wczesniej scharakteryzowanych szczepdw z mutacjg genu htrA, w ktérych nastepnie przywrécita
dziki wariant tego genu. Zastosowane rozwigzanie pozwolito na kontynuacje badari, choé
jednoczeénie ograniczyto je do trzech mutantéw. Niepowodzeniem zakoriczyly sie réwniez préby
uzyskania odpowiednich plazmidowych komplementantdw, gdyz obecnoé¢ dodatkowej kopii genu
secA prowadzita do zaburzen w regulacji ekspresji genu lo/F.

Biorac pod uwage ograniczenia klasycznej i mutagenezy w obrebie operonu secA-lolF, nasuwa sie
pytanie, czy istnieje mozliwoé¢é wykorzystania alternatywnych, bardziej precyzyjnych metod
wprowadzania mutacji punktowych w komérkach H. pylori, takich jak systemy CRISPR-Cas?
Interesujacym kierunkiem dalszych badan bytoby réwniez sprawdzenie, czy wprowadzanie mutacji
w domenie MBP SecA w szczepie innym niz H. pylori N6 umozliwitoby zmutowanie genu htrA, co
dotychczas sie nie udawato. Otrzymanie takiego szczepu stanowitoby dodatkowy argument
przemawiajgcy za istnieniem funkcjonalnego powigzania migdzy tymi biatkami. Czy podejmowano
préby w tym kierunku?

W dalszej czeéci pracy Doktorantka ocenita wplyw mutacji w biatku SecA na integralno$é btony
komdrkowej (analiza autoagregacji oraz wrazliwosci na SDS i wybrane antybiotyki), ponadto zbadata
ich oddziatywanie na proces translokacji biatek, oznaczajac aktywnos¢ wydzielonej gamma-
glutamylotransferazy. Najbardziej wyraine, cho¢ nadal umiarkowane, zmiany zaobserwowano
w przypadku mutantéw cysteinowych, potencjalnie zaburzajacych wigzanie metalu. Szczepy te
wykazywaly obnizong zdolno$¢ do autoagregacji oraz zmniejszong wrazliwos¢ na tetracykline
w pordéwnaniu ze szczepem typu dzikiego. Doktorantka przeanalizowata réwniez wpltyw mutacji
w biatku SecA na poziom ekspresji genu cagA kodujgcego kluczowy czynnik wirulencji H. pylori. Nie
jest jednak dla mnie jasne, z jakiego powodu zatozono, ze mutacje w biatku SecA moga wptywacé na
poziom ekspresji genu cagA. W moim odczuciu nie przedstawiono wystarczajgcego uzasadnienia
biologicznego dla takiej zaleznoéci. Chciatabym takze uzyska¢ wyjasnienie dlaczego w analizach
poziomu ekspresji genu ggt nie uwzgledniono szczepu, ktéry w eksperymencie oceniajacym
wydajnosc sekrecji gGT wykazywat wyzszg, statystycznie istotng aktywnos¢ tego enzymu.

W koricowym etapie badar analizowano w jakim stopniu czynniki stresogenne uszkadzajace btony
komoérkowe i indukujgce stres peryplazmatyczny wplywaja na ekspresje genéw kodujacych giéwne
sktadniki translokonu SEC. Zaobserwowano, ie zmiany te dotycza przede wszystkim gendw
kodujacych biatka tworzace kanat translokacyjny SecYEG w btonie cytoplazmatycznej, przy czym ich
charakter rézni sie w zaleznosci od zastosowanego czynnika stresowego, co najprawdopodobniej
wynika z odmiennych mechanizméw ich dziatania.
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W tym kontekscie nasuwa sie pytanie, czy rozwazano uzupetnienie przeprowadzonych analiz
o warunki stresowe moiliwie najwierniej odzwierciedlajgce zaburzenia pozacytoplazmatycznej
kontroli jakoéci biatek obserwowane przy braku HtrA. By¢ moze zastosowanie modelu stresu
imitujacego defekt funkcji HtrA, np. przez zaburzenie systemu Dsb lub inne podejscia prowadzace
do akumulacji Zle sfatdowanych biatek w peryplazmie, mogloby pozwoli¢ na petniejszg ocene
wplywu tego stresu na regulacje ekspresji komponentdw translokonu SEC oraz lepsze powigzanie
uzyskanych wynikéw a obserwowang zalezno$cig funkcjonalng pomiedzy biatkami SecA i HtrA.

Wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb rzetelny i przejrzysty, a ryciny s3 czytelne i poprawnie
opisane. Z obowigzku recenzenta musze jednak zwrdci¢ uwage na kilka niescistosci. Na rycinie 6
i w tekscie na str. 108 znacznik His opisano jako umieszczony na N-koricu biatka SecA, podczas gdy
w opisie konstruktu (str. 104) wskazano jego lokalizacje na koricu 3’ genu, co skutkuje niespéjnym
przedstawieniem tej same] konstrukcji. Podobna nieécistoéé, polegajaca na myleniu korica 5° genu
z koricem 3’ pojawia sie na réwniez na str. 131. Ponadto w kilku miejscach pracy (str. 106, 127) uzyto
okreslenia ,rejon C-koficowy genu”, ktére jest sformufowaniem nieprawidtowym
i najprawdopodobniej stanowi skrét myslowy. Na tym etapie pracy tego typu niescistosci
terminologiczne nie powinny sie juz pojawiaé i wymagaja korekty. Dodatkowo w podpisie do ryc. 40
pojawia sie nazwa szczepu, dla ktérego nie przeprowadzano omawianej analizy.

Dyskusja rozprawy, liczaca 18 stron, jest interesujaca i rzeczowa. Doktorantka odnosi sig do
najwazniejszych obserwacji i watkéw poruszanych w pracy, wiasciwie osadzajac uzyskane wyniki
w szerszym kontekscie. Interpretacja danych jest przemyslana i $wiadczy o dobrym zrozumieniu
omawianych zagadnier. Dyskusja zostata poprowadzona na tle istotnych i prawidtowo dobranych
publikacji naukowych, co pozwala na rzetelne poréwnanie wiasnych wynikéw z danymi
literaturowymi oraz podkreslenie ich znaczenia i oryginalnosci. Na podstawie uzyskanych rezultatéw
Autorka sformutowata wnioski koricowe, ktére uwazam za merytorycznie poprawne. Rozprawe
zamyka bardzo obszerny spis pozycji bibliograficznych.

Podsumowujgc, badania przedstawione w recenzowanej rozprawie zostaly przeprowadzone
z wykorzystaniem wtasciwie dobranych metod, a sama rozprawa stanowi spdjna merytorycznie
catosé. Uzyskane wyniki znaczaco poszerzajg aktualny stan wiedzy na temat funkcjonowania
systemu SEC u H. pylori. Istotnym osiggnigciem pracy jest réowniez szczegétowa charakterystyka
biochemiczna biatka SecA H. pylori oraz jego poréwnanie z dobrze scharakteryzowanym biatkiem
SecA E. coli.

W mojej ocenie recenzowana rozprawa doktorska w petni spetnia warunki okreslone w artykule 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668
z p6in.zm.) i dlatego zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Ambroziak do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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