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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Mirostawa Ksigzka pt. ,,Charakterystyka proteazy
i serpiny Tannerella forsythia”

Rozprawa doktorska mgr Mirostawa Ksigzka to dwie publikacje naukowe, w ktérych
Doktorant jest pierwszym autorem i jednoczes$nie autorem korespondencyjnym oraz dorobek
Doktoranta w postaci prac opublikowanych we wspoétpracy z innymi autorami. Cato$é
rozprawy doktorskiej zostala opatrzona autoreferatem wprowadzajgcym w temat pracy
podjety przez Doktoranta. Praca doktorska zostala zrealizowana w Zakladzie Mikrobiologii
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Jana Potempy. Promotor Doktoranta oraz czlonkowie Zakladu
Mikrobiologii, kierowanego przez prof. Potempe, od wielu lat zajmujg si¢ badaniem podstaw
choréb przyzebia. Poprzez realizacje pracy doktorskiej, Doktorant znacznie przyczynit sie do
zwigkszenia osiggni¢é naukowych tej grupy badawczej. Tematyka podjeta w pracy
doktorskiej przez Doktoranta dotyczy jednego z waznych aspektow zdrowia czlowieka, gdyz
choroby przyzgbia zaliczane sa obecnie do powszechnych chordb infekcyjnych, majacych
wplyw nie tylko na stan jamy ustnej, ale takze na ogdlny stan zdrowia. Biorac pod uwage
znaczenie chordb przyzgbia takze w rozwoju schorzen uktadowych, nasilajacg si¢ opornogé
na stosowane antybiotyki, a takze wzrastajace koszty leczenia, charakterystyka
podstawowych mechanizméw bakteryjnej wirulencji, wykorzystywanych przez patogeny
jamy ustnej, nalezy do waznych aspektéw nauk medycznych oraz ochrony zdrowia.

W przewlekle choroby przyzebia zaangazowane sa bakterie zyjace w postaci
wielobakteryjnego biofilmu, zwlaszcza bakterie nalezace do tzw. ,,czerwonego kompleksu”,
czyli Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia i Treponema denticola. Obiektem
badan Doktoranta byty bakterie 7. forsythia, czyli gatunek dos¢ slabo do tej pory poznany.
Efektem pracy doktorskiej jest charakterystyka dwéch nowych biatek: proteazy serynowej,
mirolazy oraz inhibitora proteaz nalezgcego do serpin, miropiny. Cele pracy doktorskiej
zostaly zasadniczo zrealizowane. Doktorant zweryfikowatl sekwencje kodujace mirolaze i
miropine, szczegolowo scharakteryzowat te dwa biatka pod wzgledem biochemicznym,
wykazat ich wzajemne oddzialywanie, zaproponowat lokalizacje oraz potencjalne funkcje
biologiczne. Natomiast wydaje si¢, ze cele polegajace na okre$leniu poziomu ekspresji tych
bialek oraz ich wewnatrzkomérkowa lokalizacja nie sg jeszcze do konca zrealizowane.
Recenzent jest jednak pewny, ze w najblizszym czasie ukaza sie kolejne doniesiénia,
uzupelniajgce juz opublikowane prace. Aby dopeknié niedosyt dyskusji, Recenzent prosi o
bardziej szczegblowy opis takich badan.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki sg nowe nie tylko ze wzgledu na odkrycie tych
bialek w bakteriach 7. forsythia, ale przede wszystkim ze wzgledu na ich wlasciwosci,
odmienne w poréwnaniu z typowymi biatkami nalezgcymi do tych grup i by¢ moze dlatego
wykorzystywane w specyficzny sposdb przez bakterie 7. forsythia. Doktorant udowodnit, ze
mirolaza wykazuje nowy, unikalny mechanizm aktywacji poprzez sekwencyjna
autoproteolizg, a miropina zdolno$¢ do hamowania aktywnosci wielu proteaz o rdznej
specyficznosci, z wytworzeniem kowalencyjnych kompleksow oraz rozpoznawaniem przez
proteazy rdznych pozycji w obrgbie petli reaktywnej miropiny. Ciekawy jest takze fakt, ze
miropina ma zdolno$¢ do hamowania endogennej mirolazy, ale tylko w postaci promirolazy.
Doktorant proponuje takze biologiczne substraty dla tych bialek i zaklada, ze obydwa biatka



mogg przyczyniaé si¢ do patogennosci bakterii 7. forsythia. O ile proteolityczna aktywnosé
mirolazy wobec fibrynogenu i peptydu antybakteryjnego LL-37 jest dobrze udokumentowana,
o tyle wplyw mirolazy na hemoglobing wydaje si¢ juz bardziej kontrowersyjny, gdyz na Rys.
5 w pracy opublikowanej w Biological Chemistry praktycznie nie wida¢ skutkow
sugerowanej proteolizy. Recenzent domysla si¢, ze hemoglobina zakupiona w firmie Sigma
byla stosowana w postaci methemoglobiny, co powinno zasadniczo utatwi¢ proces trawienia,
ale nie jest to zaznaczone w opublikowanej pracy i dlatego tez prosi o krétkie wyjasnienie
ewentualnego znaczenia rodzaju hemoglobiny na podatno$é¢ na proteoliz¢ oraz odniesienie si¢
do ewentualnych réznic w dziataniu mirolazy w poréwnaniu z dziataniem proteolitycznym na
hemoglobine innych bakteryjnych enzymow, w tym gingipain. Z wyjatkiem wyzej
wymienionych watpliwosci, recenzent nie ma zastrzezen do uzyskanych wynikdw oraz ich
interpretacji. W pracy doktorskiej przedstawione sg takze wstepne propozycje funkeji tych
bialek poprzez ich wykorzystanie do przezycia bakterii T. forsythia w wielobakteryjnym
biofilme jamy ustnej, skladajacym si¢ z bakterii produkujacych wiele enzyméw
proteolitycznych oraz nasilenia wirulencji tych bakterii wobec komorek gospodarza. Na
uwage zastuguje takze udzial Doktoranta w wielu innych, opublikowanych juz pracach wraz z
innymi autorami, dotyczacych m.in. charakterystyki nowej metaloproteazy z bakterii T.
forsythia, karilizyny, a takze opisu nowego bakteryjnego systemu sekrecji gingipain bakterii
P. gingivalis.
Na podstawie przedstawionych dwdch prac, bedacych podstawa rozprawy doktorskie;j,
a takze udziatu Doktoranta w innych pracach, Recenzent wnioskuje, ze mgr Mirostaw
Ksigzek do realizacji prowadzonych badan wykorzystal szeroki wachlarz nowoczesnych
metod badawczych, dobrze dobranych do rozwigzania postawionych probleméw badawczych.
Wszystkie prace zawieraja wiele cennych wynikoéw naukowych, z ktérych ogromna
wickszo$é¢ to wyniki nowe, wnoszace istotny wklad nie tylko w dziedzing charakterystyki
patogenezy chor6b przyzebia, ale takze w ogolnie pojgtg dziedzing biochemii biatek.
Uzyskane wyniki sg interesujace nie tylko z punktu widzenia badan podstawowych, ale moga
one takze dostarczyé informacji dla badaczy poszukujacych nowych celéw do opracowania w
przysziodci nowej generacji metod antybakteryjnych, stosowanych w zapobieganiu i leczeniu
choréb przyzebia. Zdaniem Recenzenta najbardziej istotne jest wlasnie uzyskanych nowych
wynikéw, wnoszgcych istotny wklad w nauke, a w znacznie mniejszym stopniu ich ocena
parametryczna. Jednakze w tym przypadku uzyskane wyniki zostaty opublikowane w bardzo
dobrych i renomowanych czasopismach, o catkowitym wspétczynniku oddzialywania ponad
30, co istotnie zwicksza warto$¢ pracy doktorskiej.
Ocena rozprawy doktorskiej w formie przedstawionej przez Doktoranta z jednej strony
jest prostsza w poréwnaniu z tradycyjna forma prac doktorskich, bo nie trzeba rozpatrywad
wynikéw opisanych na wielu stronach pracy doktorskiej. Pewnym utatwieniem jest takze
zapoznawanie si¢ z opublikowanymi pracami, ktdre zostaly juz pozytywnie ocenione przez
innych recenzentdéw, co w duzej czeéci wiasciwie zwalnia Recenzenta od ich szczegélowe;j
oceny. Zdaniem Recenzenta jednak pewnym utrudnieniem jest wiasnie brak opisu wszystkich
wynikéw uzyskanych przez Doktoranta z jego wlasnym, szerokim uzasadnieniem oraz
dyskusjg. Autoreferat jedynie streszcza i bardzo ogélnie przedstawia osiggnigcia naukowe, a
w rozprawie doktorskiej brakuje szczegélowego wykazania zakresu prac wykonanych przez
Doktoranta, zaréwno w zestawie publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, jak
tez w pozostatych pracach. Dlatego tez, Recenzent prosi o wyjaénienia i krétka dyskusje na
temat nieécistosci wykazanych w tej recenzji. v
Autoreferat przedstawiajacy osiagniecia Doktoranta jest napisany poprawnie pod '
wzgledem merytorycznym. Pewne niescistosci jednak przedstawiono m.in. podczas opisu
analizy ekspresji genéw badanych bialek. Doktorant pisze na str. 12 ,,Przed przystapieniem do
dalszych prac sprawdzono czy oba bialka sa produkowane przez szczep laboratoryjny T.



Sorsythia. W tym celu wykorzystano PCR w czasie rzeczywistym, a za poziom odniesienia
wybrali$my poziom ekspresji karilizyny (Figura 2, wyniki nieopublikowane). Oba bialka sg
ekspresjonowane przez szczep laboratoryjny T. forsythia, a poziom ekspresji miropiny jest
ponad 20 razy wickszy od poziomu ekspresji mirolazy.” Zdaniem Recenzenta nie sg to
poprawne stwierdzenia i prosi Doktoranta o ustosunkowanie sig¢ do tego podczas dyskusji.
Wydaje si¢ takze, ze zwrot uzyty na str. 13 nie jest poprawnie przedstawiony: , Inkubacja
oczyszczonego kompleksu NTP z CD przez 24 h w 37°C prowadzila do stopniowe;j
degradacji NTP, az do uzyskania przez enzym pelnej aktywnosci mierzonej na substracie
Azocoll.” Z poczucia obowiazku Recenzent wykazuje takze niedociggnigcia dotyczace
sposobu pisania tego typu tekstéw w jgzyku polskim. Blgdy wynikajace z dostownego
tlumaczenia niektorych zwrotdw angielskich oraz pewna niechlujno$é w przedstawianiu tak
przeciez cennych osiggnie¢ wplywajg niekorzystnie na czytajagcego, zwlaszcza, Ze moze nim
by¢ student rozpoczynajacy prace badawczg. Czytajacego razi np. uzywanie zwrotu ,, Figura”
do okre$lenia poje¢ ,,Rysunek™ lub ,,Rycina”, stosowanie jednostek przedstawionych w
postaci ,,h”, a oznaczajacych ,,godziny”, wstawiania litery ,,X” zamiast symbolu ,,x”. Nie s
to oczywiscie bardzo czeste bigdy i Recenzent nie wymaga bieglej znajomosci jezyka
polskiego, a jedynie zwraca uwage na bledy 1 zaniedbania gtéwnie z powodow
dydaktycznych, Niestety cz¢é¢ bteddw jest takze powielana w pracach angielskoj¢zycznych,
wyslanych do redakcji czasopism i zaakceptowanych do druku. Bardziej rozwazne
sprawdzanie tekstow przygotowywanych do publikacji jest tym wazniejsze, ze doktorant jest
juz autorem korespondencyjnym. Prace bgdace podstaws rozprawy doktorskiej sg
przedstawione w postaci tzw. "szczotki" i czesto trudno jest wywnioskowa¢ o
wprowadzonych zmianach, np. w miejsce skreslonych stéw i zwrotéw nie sa widoczne
wprowadzone w tekscie zmiany, a niektére drobne blgdy pozostaly nadal niezmienione.
Recenzent ma oczywiscie do dyspozycji juz bardziej aktualne wersje publikacji znajdujace si¢
w bazach danych, z ktérych korzysta, ale nie zmienia to faktu, ze materiat przedstawiony w
rozprawie doktorskiej powinien by¢ kompletny. Sa to oczywiscie drobiazgi, ktére absolutnie
nie wplywaja na wartos¢ rozprawy doktorskiej, ale Recenzent ma nadzieje, ze bgda one
uwzglednione przez mlodego naukowca w pracach pisanych w przysztosci.
Podsumowujgc, dorobek naukowy mgr Mirostawa Ksiazka przedstawiony w
rozprawie doktorskiej oraz opublikowany w pozostalych pracach oceniam bardzo wysoko.
Uzyskane samodzielnie lub we wspdlpracy wyniki sg niezwykle cenne, przede wszystkim ze
wzgledu na to, Ze sg to nowe dane naukowe, wnoszgce do nauki charakterystyke nowych
bialek i proceséw biochemicznych. Recenzent podkresla nie tylko szeroki warsztat badawczy
wykorzystywany przez Doktoranta, ale przede wszystkim osiagnigcie nowych i
interesujacych wynikow, co jest wymogiem, ktory powinien by¢ spetniony w kazdej pracy
doktorskiej. Na uwagg zasluguje takze duza samodzielno$¢ Doktoranta, przejawiajaca si¢ w
jego wszechstronnodci, udziale w licznych projektach oraz odpowiedzialnosci za wyniki
poprzez pozycje autora korespondencyjnego.
_ Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska oraz dorobek mgr Mirostawa Ksigzka

pod wzgledem naukowym spelniajg wszelkie zwyczajowe wymagania stawiane pracom
doktorskim. Takze pod wzgledem formalnym rozprawa ta spetnia wymogi Ustawy o
stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14
matca 2003 r, z pdzZniejszymi zmianami. Dlatego tez, z ogromna przyjemno$cia wnosze do
Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloniskiego o
dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukows prac badawczych wnioskuje takze o
wyroéznienie rozprawy doktorskiej mgr Mirostawa Ksigzka stosowng nagrodsg.
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