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»Wewnatrzkomérkowe funkcje biatka HtrA u bakterii Helicobacter pylori”

wykonanej w Katedrze Biochemii Ogodlnej i Medycznej, Wydziatu Biologii Uniwersytetu

Gdanskiego,
pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Skérko-Glonek

H. pylori jest jedng z najpowszechniejszych przyczyn uporczywych infekcji u ludzi. Wywotuje
przewlekte zapalenie btony sluzowej zotadka i jest gtdwnym czynnikiem etiologicznym raka zotgdka
i choroby wrzodowej. Pomimo intensywnych badan, prowadzonych od ponad 40 lat, mechanizmy
patogenezy H. pylori nie zostaty wcigz w petni poznane. Dzieki réznym czynnikom wirulenc;ji bakterie
sg zdolne do przetrwania w skrajnie niekorzystnych warunkach panujacych w zotadku, do kolonizacji
Sluzéwki zotgdka oraz przetamania systemdéw obronnych gospodarza. Praca doktorska mgr
Matgorzaty Bieleckiej dotyczy proteazy HtrA, uznawanej za jeden z czynnikédw wirulencji H. pylori.
Podkresli¢ nalezy, ze przedstawione badania, w odrdznieniu od innych prac dotyczacych tego biatka,
nie koncentrujg sie, na udziale HtrA w patogenezie, a na jego wewnatrzkomdrkowych fizjologicznych
funkcjach. O znaczeniu HtrA dla funkcjonowania komadrki $wiadczy fakt, ze jak dotad tylko w jednym
szczepie H. pylori N6, udato sie inaktywowaé gen htrA. Gtéwnym modelem badawczym w ocenianej
rozprawie sg dwa zmutowane szczepy H. pylori N6: z catkowitg delecjg genu htrA i z mutacjg
punktowg S221A pozbawiajagcg kodowane biatko aktywnosci proteazowej. Szczepy te oraz ich
wersje komplementacyjne postuzyty Doktorantce do badan nad funkcjg HtrA w komérce H. pylori, a
takze do eksperymentdéw majgcych na celu identyfikacje potencjalnych komdrkowych substratéw
i/lub partneréw biatka.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim w
formie spéjnego tematycznie opracowania. Liczy ona 185 stron i zostata opatrzona 38 rysunkami i
23 tabelami. Uktad rozprawy jest prawidtowy — typowy dla prac o charakterze eksperymentalnym,
zawiera wiec charakterystyczne dla takich opracowan rozdziaty, tj. Streszczenie (rowniez w jezyku
angielskim), Wstep, Materiaty, Metody, Cel pracy, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie oraz spis
cytowanej literatury. W pracy zamieszczono takze wykaz stosowanych skrétéw oraz dofgczono ptyte
CD zawierajacg ,,surowe” dane uzyskane w przeprowadzonych doswiadczeniach.
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Rozprawa jest napisana poprawnym specjalistycznym jezykiem polskim co niewatpliwie
zastuguje na pochwate. W kilku miejscach znalaztam jednak niezreczne sformutowania i drobne
btedy literowe jezykowe i edytorskie, ktérych kilka przyktaddéw, z obowigzku recenzenta, tu
przytocze:

- str. 18 ,Biatka opuszczajgce rybosom sg w pierwszej kolejnosci asystowane przez biatko (...)”

- str. 33 , Bakteria ta wykorzystujgc wigzke rzesek, silng produkcje ureazy i innych czynnikéw (np.
mucyn) ma zdolno$¢ do poruszania sie (...)” — Helicobacter nie produkuje mucyn, raczej enzymy je
degradujace;

- na Rysunku 5 pojawito sie okreslenie Bakteria Gram-negatywna zamiast gramujemna;

- w kilku miejscach znajduja sie nieprawidtowo przetamane zdania (str. 42, 49, 100);

- z niezrozumiatych dla mnie wzgledéw Autorka nie odmienia stéw: tabela i rysunek, np. ,Spis
szczepOw z uwzglednieniem nazwy, genotypu oraz zrédfa umieszczono w Tabela 2”;

- okreslenie , konserwy bakteryjne” wydaje mi sie niezreczne;

- rysunki 33 i 38 w wersji czarno-biatej wydruku sg mato czytelne, podobnie jak i rysunki 18, 26, 31,
32 pomimo wersji kolorowe;j.

Ocena poszczegdlnych rozdziatéw rozprawy

Rozdziat Wstep obejmuje 28 stron rozprawy i zawiera 5 réwnocennych w hierarchii
numeracji podrozdziatéw, w ktérych opisano kolejno: (1) proteostaze w komérkach bakteryjnych,
uwzgledniajac cyto- i pozacytoplazmatyczne systemy kontroli jakosci biatek, (2) scharakteryzowano
biatko HtrA/DegP, (3) mechanizmy translokacji biatek przez btone cytoplazmatyczng, nastepnie (4)
bakterie Helicobacter pylori ze szczegélnym naciskiem na systemy transportu biatek i odpowiedz na
stres, a w ostatnim podrozdziale (5) role biatek HtrA w wirulencji patogennych gatunkéw bakterii.
W mojej ocenie wstep jest za dtugi, a jego lektura miejscami do$¢ przyttaczajgca. Ogromna liczba
wymienionych nazw i skrotow nazw biatek utrudniajg ptynna lekture. Mimo tego nalezy przyznac,
ze ta cze$é pracy jest rzetelnym Zzrédtem wiedzy niezbednej do zrozumienia istoty problemu
badawczego oraz bardzo dobrze uzasadnia wybdr tematyki badawcze;j.

Kolejny rozdziat zawiera opis wykorzystanych w badaniach materiatéw i metod. Zawarte w
nim szczegétowe informacje pozwalajg, w mojej ocenie, na powtdrzenie najwazniejszych
eksperymentow.

Rozdziat Wyniki to obszerny opis czesci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej. Sktada sie z

72 stron tekstu wraz z 30 rysunkami i 4 tabelami. Cigg eksperymentdéw zostat zaplanowany logicznie,
z jasno postawionym celem. Wiekszos¢ badan byta skoncentrowana na poszukiwaniu i identyfikacji
substratow i/lub partneréw HtrA, czyli zaréwno biatek degradowanych przez badane biatko jaki i
tych ktdre dzieki niemu uzyskujg swojg docelowa konformacje czy lokalizacje. Analiza oddziatywan
miedzy biatkami, ktére sg kluczowe do zachodzenia wielu proceséw komdrkowych niezbednych do
zachowania homeostazy, jest jednym z podstawowych obszaréw badan nad biochemig komérki.
Pomimo dostepnych réznorodnych metod s3g to trudne, kosztowne i czasochtonne badania, a na
dodatek obcigzone ryzykiem uzyskiwania fatszywie pozytywnych rezultatéw. W swoich badaniach
Doktorantka zastosowata dwa typowe, wstepne testy przesiewowe uzywane do identyfikacji
wczesniej nieznanych interakcji biatko-biatko, tj.: immunoprecypitacje i tzw. ,,pull down” wraz z jego
wariantami: ,,pull down” z wykorzystaniem rekombinowanego HtrA, wewnatrzkomorkowego HtrA
oraz wewnatrzkomdrkowego HtrA i zwigzku sieciujgcego. Biatka potencjalnie oddziatujgce z
badanym biatkiem analizowano i identyfikowano metodg spektrometrii mas. Metody
immunoprecypitacji i ,pull down” z wykorzystaniem rekombinowanego HtrA nie przyniosty
satysfakcjonujgcych Doktorantke rezultatow, pierwsza z powoddéw technicznych, a druga z uwagi na
mnogos¢ fatszywie pozytywnych wynikow.
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W analizie ,pull down” z zastosowaniem endogennego HtrA takze zidentyfikowano bardzo duzo
biatek, réwniez cytoplazmatycznych, ktdre z racji swojej lokalizacji raczej nie moga oddziatywac z
HtrA.

Wykorzystanie endogennego HtrA i zwigzku sieciujgcego (DSP) in vivo doprowadzito do
zmniejszenia liczby zidentyfikowanych biatek, ale wcigz nie pozwolito na wytypowanie
potencjalnych partneréw badanego biatka. Doktorantka zauwazyta jednak, ze wsrdd
zidentyfikowanych biatek byto wiele biatek btonowych. Dlatego wykorzystata biatka z frakcji
wzbogaconej w btony w potgczeniu z czynnikiem sieciujgcym i dopiero takie podejscie ograniczyto
liczbe uzyskanych potencjalnych partneréw chod i tu takze pojawity sie biatka cytoplazmatyczne. Po
analizie wszystkich wynikdéw, uzyskanych metoda ,pull down”, do dalszych badan wytypowano
4 biatka: trzy proteazy: HP_0657 (YmxG), HP_1012 (PgqgE), HP_1350 (gen prc) oraz biatko HP_0175
(SurA) —izomeraze cis-trans peptydyloprolinowa. Ich wybdr, moim zdaniem, nie zostat dostatecznie
umotywowany. Gtéwnym kryterium wyboru, oprdocz tego ze wymienione biatka zostaty
zidentyfikowane w spektrometrii masowej, choé nie we wszystkich zastosowanych wariantach ,,pull
down” (np. HP_0175 i HP_1350 nie pojawity sie wsrdd biatek frakcji FWB), byta chyba ich podobna
funkcja czyli bycie proteaza, chociaz biatko HP_0175 nie ma tej aktywnosci. W tabeli 21 s3
wymienione tez inne biatka, z duzg liczbg dopasowanych peptyddw, ktére takie sg potencjalnie
interesujgce, np. HP_0224 (MsrAB) czy HP_0275. Oczywiscie nie da sie przeanalizowaé wszystkich
biatek na raz, ale moim zdaniem wybér powinien by¢ lepiej umotywowany.

W dalszym etapie pracy Doktorantka sprawdzata, czy wytypowane biatka rzeczywiscie
oddziatujg z HtrA. W tych analizach panuje pewien nieporzgdek. Oddziatywania badano poszukujac
komplekséw z biatkiem HtrA w eluatach otrzymanych w analizie ,pull down”, przy pomocy
specyficznych przeciwciat anty-HP_0657, anty-HP_1012, anty-HP_1350. Dlaczego do tej analizy nie
zostato wiaczone biatko HP_0175? Nastepnie Doktorantka oczyscita biatka HP_0657, HP_1012,
HP_1350 oraz HP_0175 ze znacznikiem 6xHis. Do amplifikacji trzech pierwszych genéw uzyto DNA
genomowego zupetnie innego szczepu niz szczep badany w pracy, czyli 26695 zamiast N6. Natomiast
do amplifikacji HP_0175 wykorzystano DNA szczepu N6. Przyznac trzeba, ze autorka sprawdzita
podobienstwo sekwencji aminokwasowych biatek w obu szczepach i jest ono wysokie, jednakze
uzycie DNA szczepu 26695 nie ma uzasadnienia merytorycznego. Przyczyng jest zapewne fakt, ze
Doktorantka uzyskata gotowe plazmidy pMJ1, pMJ2 i pMJ3 stuzgce do nadeksperesji gendéw
hp_0657, hp_1012, hpP_1350 z kolekcji Katedry Bionauk, Wydziatu Mikrobiologii Uniwersytetu w
Salzburgu i to nalezato wg mnie wprost napisa¢. W badaniach pojawito sie nagle, bez wyjasnienia,
biatko HP_1350(S300A), ktdére takze zostato oczyszczone. Dopiero przy analizie oddziatywan z
wykorzystaniem sgczenia molekularnego, dodano informacje, ze jest to wersja HP_1350
pozbawiona aktywnosci proteazowej. Dlaczego tylko to biatko jest w takiej wersji, a pozostate dwie
proteazy nie? Co wiecej Doktorantka uzyta jedynie mutanta HP_1350(S300A) w analizach
oddziatywan z wykorzystaniem sgczenia molekularnego. Dlaczego nie uzyto takze ,dzikiej” wersji
tego biatka? Natomiast w badaniu aktywnosci proteolitycznej HtrA wzgledem wytypowanych biatek
oprocz biatek HP_0657, HP_1012, HP-0175 wykorzystano juz tylko ,dzikg” wersje biatka HP_1350.
Ponadto na rysunku obrazujgcym te analize nie ma wcale biatka HP_1012.

W badaniu wptywu braku HtrA lub braku jego aktywnosci proteolitycznej na poziom
wytypowanych potencjalnych partneréw w komodrce i we frakcji wzbogaconej w btony (FWB)
zabrakfo natomiast biatka HP_0175. Dlaczego zostato ono pominiete? Wskazywana lokalizacja tego
biatka jest taka sama jak HP_1012: sekrecyjne, obecne w pecherzykach zewnatrzbtonowych. Czy nie
lepiej bytoby wszystkie doswiadczenia przeprowadzi¢ w ten sam sposéb i na tym samym zestawie
biatek?
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Innym, zastosowanym przez Autorke, podejsciem do poszukiwania substratow HtrA w
komadrkach H. pylori byto trawienie, w réznych warunkach, oczyszczong proteazg HtrA, biatek lizatu
komdrkowego mutanta AhtrA. Biatka z prazkdéw, ktore ,znikaty”, czyli ulegty strawieniu, byty
identyfikowane metoda spektrometrii mas. Ta analiza, w mojej opinii, takze nie data jednoznacznych
odpowiedzi dotyczgcych substratéw dla proteazy HtrA.

Doktorantka zbadata takze wptyw braku HtrA na profil biatkowy komdrek H. pylori, analizujac
zmiane poziomu biatek w szczepie z delecjg genu htrA w poréwnaniu do poziomu biatek w szczepie
z komplementacjg tej mutacji. Badanie wykazato, ze brak biatka HtrA wptywa na poziom wielu biatek
w komorce, zarébwno zmniejszajac jak i zwiekszajac go. Zostaty one zgromadzone w Tabeli 23.
Analizujac te tabele mozna dojs¢ do wniosku, ze brak HtrA wptywa na wiekszo$¢ proceséw
komdrkowych.

W przedstawionej do recenzji pracy zastosowano rézne podejscia eksperymentalne w celu
okreslenia funkcji HtrA w komarce H. pylori, identyfikacji biatek z nim oddziatujacych czy okreslenia
skutkdw braku funkcjonalnego HtrA w komdrce. Nie doprowadzity one do jednoznacznego
wskazania substratow i partnerow badanego biatka w komdrce H. pylori. Nalezy jednak przyznaé, ze
uzyskane wyniki wskazujg na wspétdziatanie HtrA i wytypowanych przez Doktorantke biatek, cho¢
charakter i mechanizm tych interakcji pozostaje wcigz niejasny i wymaga dalszych badan.
Niewatpliwie nie sg to jedyne biatka, ktére oddziatujg z proteazg HtrA.

Trzeba pamietaé, ze z koniecznosci, zastosowany przez Doktorantke uktad badawczy nie jest
uktadem catkowicie czystym. Mam tu na mysli, obecno$¢ mutacji punktowych, w domenie
C- koncowej SecA, ktére towarzyszg delecji genu htrA. Ta zaleznos¢ jest bardzo interesujaca i
uwazam, ze konieczne jest doktadniejsze wyjasnienie roli mutacji w secA, co mogtoby by¢ zapewne
tematem kolejnej pracy doktorskiej. Nie wiadomo jaki jest wptyw mutacji w secA na proteom
H. pylori. W publikacji Anny Zawilak-Pawlik (Establishment of serine protease htrA mutants in
Helicobacter pylori is associated with secA mutations) autorzy piszg, ze mutacji delecyjnej htrA
towarzyszyto pojawienie sie kilku mutacji punktowych w secA. Ich efekty fenotypowe byty rézne. W
niektérych szczepach (H. pylori AhtrAsecAR837K i htrAS221AsecAP858Y) poziom ekspresji biatka jak
i tempo wzrostu komérek byto podobne zaréwno w mutancie jaki i w szczepie dzikim i
komplementantach, zas mutacje reszt cysteiny w pozycjach secAC852Y, secAC841Y spowalniaty
wzrost H. pylori. Pytanie dlaczego inaktywacja htrA powoduje selekcje specyficznych mutacji w
domenie C-koncowej SecA jest bardzo ciekawe i pozostaje jak na razie bez odpowiedzi.

Nalezy sie spodziewac ze wptyw mutacji w secA jest znaczacy bo jest to przeciez jedno z
gtownych biatek uczestniczacych w transporcie protein przez btone komdérkowq. Zapewne jego
delecja bytaby dla komorki letalna z powodu zablokowania transportu biatek przez btone i
nagromadzenia ich prekursoréw w cytoplazmie. Ale moze datoby sie wprowadzi¢ w gen secA
mutacje punktowe, takie jakie odnaleziono w szczepie N6 po wprowadzeniu mutacji delecyjnej htrA
i w ten sposéb zbadad bezposredni wptyw zmian w biatku SecA na komérke H. pylori, bez zmian w
HtrA. Interesujgca bytoby takze préba wprowadzenia w takim szczepie mutacji delecyjnej w genie
htrA. Moze wtedy udatoby sie wprowadzi¢ delecje htrA takze w innych niz N6 szczepach H. pylori.
Szczepy z mutacjami punktowymi w secA, bytyby najlepszg kontrolg w przeprowadzonych przez
Doktorantke badaniach, Interpretacja wynikéw dotyczacych wptywu HtrA na funkcjonowanie i
biogeneze btony zewnetrznej bakterii bytaby zapewne fatwiejsza. Ciekawa jestem co na ten temat
mysli Doktorantka.
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Mam jeszcze kilka szczegdtowych pytan dotyczacych Wynikow:

1) Czy immunoprecypitacji nie mozna byfo przeprowadzi¢ z wykorzystaniem przeciwciat anty
HisTag, zamiast poliklonalnych przeciwciat anty HtrA?
2) Czy do analizy ,pull down” zostaty oczyszczone oba warianty biatka: z i bez aktywnosci

proteazowej? Na zdjeciach przedstawiajacych efekt oczyszczania jest jedno z nich (HtrAw,-Twin-
Strep-Tag — to z aktywnoscig proteazy), ale jak rozumiem s3 to przyktadowe zele. Czy ,,pull down”
wykonano z tylko uzyciem biatka rekombinowanego HtrAn,-S221A?

3) W eksperymencie weryfikujgcym oddziatywania z wybranymi biatkami, w ktérym wykonano
immunoblotting frakcji elucyjnych z eksperymentu ,,pull down” Autorka napisata, ze jako kontroli
uzyto przeciwciat anty HtrA. Na rysunkach 19 i 20 nie widze tych kontroli.

4) Na rysunku 25 przedstawiono wynik immunodetekcji i podpisano, ze na zdjeciu F jest
HtrAnp+HP_1350. Ktorego wariantu biatka uzyto w tym doswiadczeniu HP_1350 czy
HP_1350(S300A)?

W Dyskusji Doktorantka przeprowadzita dokfadng analize wynikdw uzyskanych w
poszczegdlnych doswiadczeniach i krytycznie je omoéwita uwzgledniajac rezultaty innych badaczy.
Szczegdlnie interesujgce jest dla mnie zaangazowanie HtrA w biogeneze btony zewnetrznej,
a zwtaszcza wptyw HtrA na poziom biatek btonowych biorgcych udziat w patogenezie, np. Omp9,
Omp19, Omp20 czy FrpB. Fascynujgce sg takze, wcigz nie do korica zrozumiate, powigzania z CagA,
jednym z gtéwnych czynnikéw wirulencji H. pylori. Rozdziat ten $wiadczy o dojrzatosci naukowej
Doktorantki i gruntownej znajomosci podjetej tematyki badawczej. Wnioski umieszczone w
rozdziale Podsumowanie uwazam za merytorycznie poprawne.

Zacytowane w pracy piSmiennictwo zebrane w rozdziale Literatura obejmuje 289
odpowiednio dobranych i aktualnych pozycji.

Do realizacji zadan badawczych Pani Matgorzata Bielecka zastosowata szereg adekwatnych
i zréznicowanych metod:

(1) mikrobiologicznych (podstawowe metody hodowli mikroorganizméw, frakcjonowanie komaérek
bakteryjnych);

(2) genetycznych (izolacja DNA, amplfikacja DNA metodg PCR, trawienie, ligacja DNA czyli metody
konieczne do konstrukcji plazmidéw do nadekspresji HtrA,);

(3) biochemicznych (poczawszy od na pozdr prostego oczyszczania biatek metoda chromatografii
powinowactwa, przez sgczenie molekularne, analize biatek w zelach, densytometrie, sieciowanie
biatek, ,,pull down”, immunoprecypitacje, immunoblotting) oraz

(4) statystycznych, koniecznych do analizy uzyskanych danych.

Stosowanie tak rozmaitych metod swiadczy o dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i
umiejetnosci jego wykorzystania przez Doktorantke.

Na koniec chciatam podkreslié, ze przedstawione w recenzji uwagi, nie umniejszajg wartosci
merytorycznej rozprawy i nie wptywajg na mojg wysoka ocene catosci rozprawy przedtozonej mi do
recenzji. Cel naukowy zostat osiggniety — Doktorantka wskazata 4 biatka wchodzace w interakcje z
proteazg HtrA i zbadata wptyw delecji genu htrA na proteom H. pylori.

W mojej opinii, przedstawiona praca stanowi wartosciowe opracowanie, a jej wyniki wnoszg
nowe tresci do ogdlnej wiedzy na temat proteazy HtrA H. pylori i jej funkcji w komorce.
Prawdopodobne zaangazowanie tego biatka w wiele procesdw komadrkowych, a takze udowodniony
juz wczesniej udziat HtrA w patogenezie H. pylori sprawia, ze jest ono atrakcyjnym obiektem
badawczym, zas fakt, ze HtrA jest takze potencjalnym celem dla nowych lekéw anty- Helicobacter,
dodaje tym badaniom znaczenia aplikacyjnego.
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W mojej ocenie recenzowana rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Bieleckiej spetnia
warunki okre$lone w art. 13.1 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 p6zn. 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.). Wnioskuje wigec do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie mgr Matgorzaty Bieleckiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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