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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Beaty Bieleckiej zatytutowana
»Wewnatrzkomédrkowe funkcja biatka HtrA u bakterii Helicobacter pylori”

Rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty Bieleckiej jest oryginalnym
opracowaniem liczgcym 185 stron maszynopisu oraz nos$nikiem cyfrowym zawierajgcym surowe
dane doswiadczalne. Podziat pracy jest prawidtowy, w klasycznym uktadzie rozdziatow.
Tematem pracy jest funkcja biatka HtrA w utrzymaniu dobrostanu proteomu komérek
Helicobacter pylori. Biatka, rozumiane jako ciggi reszt aminokwasowych, sg uniwersalnym
budulcem komdrkowym. Dzieki réznorodnosci chemicznej tarncuchdow bocznych aminokwaséw
wchodzacych w sktad biatek mogg one petnié praktycznie wszystkie funkcje niezbedne w zywej
komérce. Ta uniwersalnos¢ ma jednak pewng cene. Powstajgce polipeptydy czesto potrzebujg
pomocy, aby osiggnaé prawidtowe utozenie przestrzenne, ktére bedzie niezbedne dla ich
biologicznej funkcji. Dodatkowo, uformowane juz biatka sg wrazliwe na zmiany fizykochemiczne
zachodzace w ich otoczeniu, ktdre mogg prowadzi¢ do zaburzenia ich prawidtowego ksztattu a
co za tym idzie, ich funkcji. Wymienione w tytule rozprawy biatko, HtrA, nalezy do grupy
enzymow komorkowych stajgcych na strazy dobrostanu proteomu komaérki i jest zaangazowane
w usuwanie nieodwracalnie uszkodzonych biatek. O istotnosci petnionej funkcji $wiadczy fakt,
ze gen kodujacy wyzej wymienione biatko mozna uznaé za niezbedny do przezycia komorki, z
jednym opisanym w literaturze wyjgtkiem (szczep H. pylori N6).
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Poniewaz wszystkie opisane, komdrkowe formy zycia w duzej mierze zalezg od dobrostanu ich
proteomu badania przeprowadzone przez Doktorantke dotykajg jednego z niezmiernie istotnych
uktadéw odpowiadajgcego za usuwanie z komoérki ,popsutych” biatek. Wyniki uzyskane w
stosunkowo prostym modelu bakteryjnym sg fatwe do wykorzystania podczas badania bardziej
ztozonych uktaddw, na przyktad, organizméw wielokomdrkowych.

Wstep

Rozdziat ten, liczacy 27 stron jest poprzedzony spisem stosowanych skrétow. Jest to gradka dla
recenzenta, poniewaz prawie zawsze mozna cos$ tam znalez¢. W rozprawie Pani Bieleckiej, rzuca
sie w oczy skrot BHI, ktdrego rozwiniecie jest podane btednie w j. angielskim i w ogdle brakuje
ttumaczenia na j. polski. Dalsza lektura tego rozdziatu wprowadza czytelnika w zagadnienia
zwigzane bezposrednio z tematem rozprawy, czyli utrzymaniem prawidtowego stanu proteomu
komoérki we wszystkich jej przestrzeniach (tj. cytoplazmie i przestrzeni periplazmatycznej).
Autorka wskazuje na rdznice w sposobie dziatania tych systemdéw u réznych gatunkdéw bakterii.
Rozdziat jest napisany jasnym i zrozumiatym jezykiem. Chciatbym zwrdci¢ uwage na niektére
pewne, nie do konca sciste sformutowania: i) na str. 18 wspomina Pani o ,,systemie DnaK” —
lepiej bytoby wspomnie¢ o systemie biatek Hsp70 do ktérych nalezy Dnak; ii) jesli biatko jest
,hiezwiniete” (str. 21) to raczej trudno méwic o jego strukturze; iii) charakterystyczne elementy
sekwencji I-szo rzedowej biatek sg zbudowane z reszt aminokwasowych a nie aminokwaséw (str.
31).

Materiaty i Metody

Pani Bielecka zdecydowata sie na utworzenie dwdch osobnych rozdziatéw dla materiatéw oraz
metod. Pomimo tego pozwole sobie omoéwic te dwa rozdziaty facznie. 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
99,99% zapisow jest prawidtowy. Udato mi sie znaleZ¢ tylko jeden maty btad — gratuluje precyz;ji
zapisu. ROwnie skrupulatnie zostaty opisane procedury doswiadczalne stosowane podczas
prowadzonych badan. Miatbym tylko pytanie dotyczgce tabeli 20 (str. 81). Jakie faktyczne
stezenie buforu AP zastosowano w przypadku , kontroli HtrA” oraz , kontroli substratu”. Czy w
przypadku , badanej préby” byto ono takie samo jak stosowanie wczesniej? Jesli nie, chciatbym
ustyszec dla czego.
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Wyniki

Rozdziat ten ma objetos¢ 72 stron i zawiera opis uzyskanych wynikdéw przez Panig mgr. Bielecka.
Lektura pozwala na odbycie wspdlnej ,wyprawy” do wnetrza komorki H. pylori w celu
poszukiwania substratéw oraz partneréw biatka HtrA. Autorka rozpoczyna swojg droge od
stosunkowo prostych metod dostosowujgc swodj warsztat do uzyskiwanych wynikéw oraz
potrzeb. Ukfad 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 HtrA z metkg histydynowa. Poprosze o dwa-trzy stowa
komentarza dotyczacego rysunku 10B, poniewaz mam watpliwos$¢ co do masy wskazanego
prazka w zelu SDS-PAGE. Patrzac na wzorzec, uzyskany prazek migruje miedzy 3 a 4 prazkiem
wzorca (patrzac od gory zelu) a wiec raczej nie posiada masy 50kDa.

Chciatbym prosi¢ o poszerzone uzasadnienie wyboru do dalszych badan proteaz HP_0657, 1012
oraz 1350. Biatko HtrA ma aktywnos¢ proteolityczng, w zwigzku z tym, dlaczego zatozono, ze
kolejne proteazy periplazmatyczne miatby by oddziatywaé z badanym biatkiem?

Kolejne pytanie bedzie dos¢ szerokie: jesli delecje genu kodujgcego badane biatko zdotano
uzyskac tylko w szczepie N6 czy poréwnano w catosci sekwencje genoméw szczepdw N6 i
266957 Dlaczego do amplifikacji wykorzystano jako zrédto materiatu genetycznego szczep 26695
pomimo stwierdzenia réznic za pomocg analizy BLAST (str. 110)? Jesli szczep N6 jest jedynym w
ktérym udato sie wprowadzi¢ delecje genu htrA, moze te drobne rdznice sg istotne? Interesujaca
kwestig wydaje sie réwniez efekt dodania specyficznego inhibitora proteazy HtrA, HHI. Czy
wykonano lub planowano wykonanie testéw aktywnosci inhibitora HHi na pozostate badane
proteazy (tj. HP_0657, 1012 oraz 1350)? Zgadzam sie z interpretacjg Autorki dotyczacej
zahamowania wzrostu szczepu N6 AhtrA, jednak ciekaw jestem jego wyptywu na inne badane
proteazy.

Ostatnia uwaga ma charakter raczej techniczny. Na rys. 38 przedstawiono wptyw SDS na ilos¢
tworzonych kolonii. Niestety jakos¢ zdje¢ nie pozwala na ich zaobserwowanie, w zwigzku z czym
wierze ,na stowo” w interpretacje Autorki.

Dyskusja

Na kolejnych 13 stronach maszynopisu Doktorantka konfrontuje uzyskane przez
siebie wyniki z danymi dostepnymi w literaturze przedmiotu. Poniewaz uzyskane wyniki nie daja
mozliwosci aby jednoznacznie przedstawic liste substratéw oraz partneréw biatka HtrA, Autorka
skupita sie na wskazaniu mozliwych oddziatywan i funkcji niezbednych zaréwno do utrzymania
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funkcjonalnosci zewnetrznej btony komdrkowej bakterii Helicobacter pylori, synteze
peptydoglikanu czy ekspresje i eksport czynnikéw wirulencji. Uzyskany obraz wskazuje bardzo
na ztozong funkcje biatka HtrA w fizjologii komdrki, ktéra nie ogranicza sie tylko do utrzymania
dobrostanu proteomu ale siega réwniez integralnosci zewnetrznej btony komdrkowej czy tez
peptydoglikanu.

Literatura

Spis literatury jest imponujacy i liczy az 289 pozycji. Stanowi to bardzo szerokg podstawe ztozong
z dostepnych informacji do planowania, przeprowadzania i interpretacji prac badawczych.
Podejrzewam, ze z powodu rozmiaru tego rozdziatu Autorka wykorzystata jakis program
utatwiajgcy zarzadzanie cytowang literaturg. Jednak, charakterystycznym , skutkiem”
wykorzystania takiego oprogramowania jest utrata stylu kursywy jakg zwyczajowo piszemy
nazwy rodzajowe i gatunkowe, lecz jest to stosunkowo drobny mankament.

Przedstawiona praca wnosi oryginalny wktad naukowy w wiedze o procesach zachodzgcych w
komérkach zywych majacych na celu koordynacje procesu formowania i funkcjonowania
makrosturktur. Sg to fundamentalne procesy zyciowe a poznanie ich mechanizmu moze w
przysztosci zaowocowaé nawet nowymi metodami leczenia skierowanymi na hamowanie
etapow ich biogenezy. Droga do tego jest pewnie jeszcze daleka, ale badania podstawowe sg
niezbednym kamieniem wegielnym, aby to mogto sta¢ sie prawdg w przysztosci. Doktorantka
wykazata sie duzym kunsztem eksperymentatora planujgcego, przeprowadzajgcego oraz
wyciggajacego wnioski z uzyskanych wynikdéw. Zakres metod stosowanych w pracy jest
imponujacy, co wskazuje na duze umiejetnosci mgr. Bieleckiej jako eksperymentatora.

Podsumowujac, 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 Matgorzaty Beaty Bieleckiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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