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Recenzja rozprawy doktorskiej pani magister Zuzanny Nowakowskiej ,Rola fosforylacji w sekrecji

gingipain i wirulencji Porphyromonas gingivalis”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Jana
Potempy w Zakiadzie Mikrobiologii Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Rozprawa zostata zaprezentowana w klasycznej formie i zawiera
standardowe czesci publikacji naukowej, czyli Wstep, Materialy i Metody, Wyniki i Dyskusje wraz ze
spisem literatury cytowanej w tekécie, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, wyodrebnionymi
celami pracy, wnioskami i zatacznikiem przedstawiajacym wyniki analizy fosfoproteomicznej. Praca

zawiera rowniez spis tresci i liste uzytych skrotow, bez spisu tabel i rycin.

Wstep w zwiezly sposob wprowadza w zagadnienia dotyczace rozprawy. Autorka omawia obiekt swoich
badan — Porphyromonas gingivalis i jego czynniki wirulencji takie jak fimbrie, LPS, otoczke
polisacharydowa, PPAD, i proteazy produkowane przez ten patogen. Kolejne czesci wstepu omawiajq
system sekrecji typu IX, ktory jest wykorzystywany przez P. gingivalis do eksportu wielu elementow
hiorgcych udziat w procesie wirulencji tej bakterii. Doktorantka zamieszcza tez obszerng informacje
dotyczaca sposobow regulacji ekspresji informacji genetycznej. Autorka podeszta do tej czesci w sposab
nieco odmienny niz zwykle. Zazwyczaj elementy systemow regulatorowych okresla sig mianem

systemow przekazywania sygnatu i omawia w kontekscie przekazywania informacji/sygnatu ze



¢rodowiska zewnetrznego i uruchamiania/wygaszania ekspresji okreslonych genéw efektorowych. Takimi
wyspecjalizowanymi ukiadami sg systemy dwusktadnikowe ang. Two Component Systems — TCS, ktore
autorka okresla jako ,dwusktadnikowe systemy fosforylacji”. Chyba nie do korica odpowiada mi takie
okreslenie, wynika to jednak z mojego funkcjonalnego spojrzenia na funkcje TCS jakq jest przekazanie

sygnalu i regulacja aktywnosci czasteczki efektorowej, a nie fosforylacja sama w sobie.

Tu mam réwnie? kolejng uwage, wynikajaca z innego spojrzenia na procesy regulacji ekspresji i
przeptywu informacji w komérce bakteryjnej. Autorka rozprawy okresla PorX i PorY jako ,sieroce”
elementy, ze wzgledu na ich fizyczne rozdzielenie w niezaleine jednostki transkrypcyjne kodowane przez
rézne miejsca chromosomu. Musze przyznac, ze pierwszy raz zetknelam sig z takim uzyciem tego
okreélenia, ktore rzeczywiscie wystepuje w niektorych publikacjach w takim kontekscie. Zwykle jednak
okreélenia ,orphan regulator” czyli sierocy regulator w kontekscie TCS uzywa sie dla regulatora
odpowiedzi (response regulator, RR) dla ktdrego nie znaleziono przynaleznej mu kinazy, co oczywiscie
sugeruje, ze ta kinaza kodowana jest w innym miejscu niz RR, natomiast podkresla réwniez, ze jest ona

nieznana. Takim sierocym regulatorem mozna by bylo nazwac RprY z P. gingivalis.

Ze wzgledu na fakt, 7e PorXY to raczej nietypowy system dwuskladnikowy, chciatabym prosic
doktorantke, aby na podstawie dziatania znanych systemoéw przekazywania sygnatu i wynikow
uzyskanych w swojej pracy sprobowata przedyskutowac mozliwosc wystgpowania innych biatkowych
partnerow dla PorXY, zardwno kinaz jak i regulatorow. Czy istniejg jakiekolwiek dane, ktaore
wskazywatyby na to, ze PorXY sa elementami systemu typu phosphorelay, gdzie sygnat z btonowej kinazy
nie jest przekazywany na czynnik transkrypcyjny, ale inne biatko posredniczace, ktdre w sposob
niebezposredni przekazuje sygnat na biatko efektorowe? Czy PorX moze by¢ takim biatkiem
posredniczacym, ktore fosforyluje czynnik transkrypcyjny? Czy doktorantka mogtaby zasugerowac
eksperyment lub eksperymenty, ktére moina by byto wykonac w poszukiwaniu funkcjonalnych

elementdw takiego systemu?

Mam réwniez pytanie do doktorantki o dokladniejsze przyblizenie mechanizmu w jaki PorX i PorY

wplywajg na regulacje ekspresji genow T9SS.

Wstep konczy omowienie metod stosowanych w modyfikacjach genetycznych P. gingivalis. Osoby
pracujace na modelowych organizmach takich jak Escherichia coli K nie zawsze zdajq sobie sprawe jak
trudno pracuje sie z bakteriami patogennymi i jak ograniczony repertuar metod jest w takich

przypadkach dostepny.



| na zakonczenie omawiania wstepu, mam drobna uwage dotyczacq czynnikdw sigma ECF. Autorka uzywa
okreélenia ECF i rozwija je jako extracellular sigma factors — zewnatrzkomorkowe czynniki sigma, kiedy w

rzeczywistosci sg to extracytoplasmic function (ECF) sigma factors.

Cel pracy jest jasno sformutowany i dotyczy wptywu systemu PorXY na aktywnosc i dojrzewanie gingipain
oraz wykrycie mechanizmu w jaki sposdb to sie odbywa, oraz wykazanie wptywu PorX na na wirulencje P.

ginivalls

Kolejnym rozdziatem rozprawy s3 Materiaty i Metody, w ktorym zwigzle, lecz doktadnie przedstawiono
uzyte metody. Na podkreslenie zastuguje diuga lista konstruktow u szczepow P. gingivalis
skonstruowanych przez doktorantke i uzytych do stworzenia szczepow P. gingivalis niosgcych

roznorodne madyfikacje.

W swojej pracy doktorantka zastosowata szereg zréznicowanych metod eksperymentalnych, poczawszy
od rekombinowanego DNA, wigczajgc w to zaawansowane metody klonowania i ukierunkowanej
mutagenezy. Doktorantka wykazata sig tez umiejetnoscia zastosowania szeregu metod biochemicznych
zwigzanych z badaniem aktywnosci enzymow P. gingivalis takich jak gingipainy, PPAD czy tez rozne tri- i
dipeptydylopeptydazy oraz innych wiasciwosci tych biatek. W sktad pracy wchodzq tez eksperymenty

pokazujace wirulencje szczepow P. gingivalis w hodowlach tkankowych i modelach zwierzecych.

Wyniki analizy fosfoproteomicznej pozwalajace na identyfikacje miejsc fosforylacji w biatkach
produkowanych przez szczep pozbawiony kinazy tyrozynowej PtK1 i fosfatazy serynowej SerB,
wykonanej w laboratorium dr. Richarda Lamonta zostaly zamieszczone jako zatgcznik. Mam w zwigzku z
tym pytanie, czy zalgcznik przedstawia wszystkie wykryte w tym doswiadczeniu miejsca fosforylacji? Oraz
czy doktorantka mogtaby blizej przedstawic¢ sposoby w jakie mozna identyfikowac pule fosforylowanych
biatek w komorce? Czy planowana jest byé moze porownawcza analiza globalnego wzoru fosforylacji WT

vs mutanty APorXY/APorX/APorY?

Rozdziat ,Wyniki” zawiera opis wykonanych eksperymentéw wraz z 33 rycinami je przedstawiajacymi. W
trakcie swojej pracy doktorantka wykonata eksperymenty pozwalajace na analize funkcjonalng systemu
PorXY i wykazanie jego roli w patogenezie P. gingivalis. Rozdziat zawiera doktadng analize aktywnosci
gingipain w szczepach z usunigtym genem kodujacym PorX lub PorY, w ktorych wykazano wplyw PorX na
aktywnosc gingipain Rgp i Kgp oraz wydzielanych w sposob niezalezny od T955 tripeptydylopeptydazy i
dipeptydylopeptydaz. Nastepnie przy uzyciu analizy western blot doktorantka badata wplyw inaktywacji

elementow PorXY na proteolityczna obrobke gingipain. W powigzaniu z obserwacja, ze mutacje nie



wplywajg na poziom transkrypcji gingipain, postawiono hipotezg iz roznice w obrabce gingipain moga
by¢ spowodowane brakiem fosforylacji w mutancie APorX. Aby jg potwierdzi¢ wykonano konstrukcje
szeregu mutantéw PorX i PorY na drodze ukierunkowanej mutagenezy, w ktorych zastapiono

funkcjonalne reszty aminokwasowe resztami alaniny.

W celu potwierdzeni, ze wplyw PorXY na aktywnos¢ i obrobke gingipain odbywa sie poprzez fosforylacje
zbadano transfer reszty fosforanowej na jedna z gingipain — RgpB. W eksperymencie tym pokazano, ze
PorY ulega autofosforylacji a nastepnie przekazuje grupe fosforanowa na PorX, ktdra to fosforyluje
proRgpB. W mieszaninie reakcyjnej wykryto rowniez biatko o wielkosci 130kDa, ktore nie dosc, ze
wspotoczyszcza sie z PorX, to dodatkowo jest przez nie fosforylowane. Prositabym doktorantke o

spekulacje, czym moze byc to nieznane biatko.

W kolejnym etapie eksperymentalnym, analizie mutacyjnej poddano gingipainy i zastgpiono
zidentyfikowane przez grupe dr. Lamonta miejsca fosforylacji aminokwasami, ktore nie sg fosforylowane

i zbadano role fosforylacji tych aminokwaséw w procesie dojrzewania enzymow.

Konicowa czesc wynikdw opisuje wplyw delecji PorX na adhezje, inwazje i przezywalnosc P. gingivalis w
hodowlach komorkowych in vitro oraz na wirulencje i odpowiedi gospodarza w mysim modelu infekgji.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty wplyw PorX na wirulencjg P. gingivalis najprawdopodobnie]

przez wpltyw na procesy inwazji.

Uzyskane przez doktorantke w rozdziale Wyniki sq waizne i poszerzajg stan wiedzy na temat wplywu
systemow przekazywania sygnalu ze srodowiska i roli przekazywania sygnatu w komarce w procesach

patogenezy.

W Dyskusji doktorantka podsumowuje uzyskane wyniki i w dojrzaty sposob omawia je w odniesieniu do
literatury. Dyskusja jest obszerna i prezentuje uzyskane wyniki w szerokim aspekcie. Zaprezentowano
rowniez model dziatania systemu PorXY i jego wplywu na wirulencje poprzez regulacje aktywnosci
gingipain.

Podsumowanie

Na podstawie oceny indywidualnego wktadu pani magister Zuzanny Nowakowskiej w powstanie
rozprawy doktorskiej, moge stwierdzi¢, ze przedstawiona rozprawa speinia wszystkie wymagania

stawiane rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule

naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz



595, wraz pozniejszymi zmianami). Zgodnie z ustawg, przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie prohlemu naukowego, wykazuje ogolng wiedzg teoretyczng kandydata oraz umiejetnosc

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Zwracam sie do Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego 2
proshg o dopuszczenie pani magister Zuzanny Nowakowskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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