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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Piotra Szczepanowskiego
»Charakterystyka sierocego regulatora odpowiedzi HP1021 jako potencjalnego sensora erdoks

Helicobacter pylori”

Gram-ujemna bakteria Helicobacter pylori, moggca zasiedla¢ $rodowisko ludzkiego uktadu
pokarmowego, jest uznawana za przyczyne zapalen i wrzodéw zotadka. Uwaza sie réwniez,
ze zwigksza ryzyko wystgpienia nowotworéw uktadu pokarmowego. Za odkrycie i opisanie jej
roli w chorobach Zotadka Barry Marshall oraz Robin Warren otrzymali w 2005 roku Nagroda
Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii. Co ciekawe, H. pylori jest obecna w przewodzie

pokarmowym okoto 60% ludzi.

Bakeria H. pylori wykazuje mechanizmy adaptacyjne pozwalajace jej przetrwaé w skrajnie
niekorzystnym $rodowisku. Oprécz stresu wywotanego warunkami bytowania, bakteria
narazona jest na odpowiedz uktadu immunologicznego. Makrofagi oraz neutrofile wydzielajg

reaktywne formy tlenu oraz azotu celem zniszczenia patogenu.

Wigkszo$¢ bakterii posiada szereg mechanizméw regulatorowych, zapewniajgcych
funkcjonowanie oraz przezycie w trudnych i niesprzyjajacych warunkach. Genom H, pylori jest
stosunkowo ubogi w biatka regulatorowe. Co interesujgce, nie odkryto do tej pory biatka

bedacego typowym sensorem redoks.

Badania prowadzone przez mgra Piotr Szczepanowskiego, przedstawione w recenzowanej
rozprawie, wnosza istotne informacje o chorobotwérczej bakterii H. pylori. Praca byta
realizowana w bardzo dobrze przygotowanym do tego zespole, kierowanym przez

doswiadczonego naukowca dr hab. Anne Pawlik.

Rozprawa zostata napisana w sposéb klasyczny i liczy, razem z zatacznikami, 130 stron.
Rozdzial Wstep liczy 11 stron. Autor przedstawia pokrétce informacje o H. pylori, a nastepnie
przechodzi do omoéwienia warunkéw bytowania bakterii oraz mechanizmu generowania
wolnych rodnikéw przez komérki uktadu immunologicznego. Dalej znajdujemy opis systemow
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regulatorowych wystgpujacych u tej bakterii, w tym malo poznanych regulatoréw sierocych
HP1043 i HP1021. Kolejne cze$ci wstepu poswiecone s3 odpowiedzi bakterii na stres
oksydacyjny oraz sensorom redoks. Te dwa podrozdzialy sg najbardziej rozbudowane i
szczegblowo wprowadzajg czytelnika w tematyke bezposrednio zwigzang z do$wiadczeniami
przeprowadzonymi w ramach rozprawy. Wstep jest napisany zwiezle i zasadniczo dobrze

na$wietla zagadnienia zwigzane z recenzowang praca.

Cel pracy zostat jasno przedstawiony. W grupie prowadzonej przez dr hab. Anny Pawlik
badane jest, miedzy innymi, biatko zaangazowane w replikacje chromosomu H. pylori - HP1021.
Doktorant pojat sie zidentyfikowania jego aktywatordw, a nastepnie okreélenia mechanizméw

regulacji aktywno$ci HP1021 in vitro oraz in vivo.

Rozdzial Materiaty i Metody jest napisany szczegétowo i pozwala odtworzy¢ przeprowadzone
w trakcie realizacji pracy eksperymenty. Doktorant rozpoczat badania od analizy iloci wolnych
grup tiolowych w biatku HP1021 w warunkach mikroaerofilnych oraz tlenowych. Analiza in
vitro biatku typu dzikiego wykazata mozliwo$é tworzenia wewnatrzczasteczkowego mostka
disiarczkowego. Majgc te dane, Autor rozprawy postanowit przeprowadzié analize
oddziatywania rekombinowanego HP1021 w zaleznosci od warunkéw redukujacych. W tym celu
otrzymat rekombinowany warianty HP1021, zawierajace podstawienia wszystkich cystein do
alanin. Obserwacja migracji w zelu pozwolita wysunaé wiosek o zaleznym od ilodci wolnych
grup cysteinowych oddziatywaniu z DNA. Te eksperymenty zostaly uzupetnione badaniami
technika SPR dla rekombinowanych biatek: typu dzikiego oraz muteina nie posiadajgcg reszt
cysteinowych. Konsekwentnie, chcac okredlié, ktéra cze$¢ biatka wplywa na zmiane
powinowactwo do DNA w zalezno$ci od stopnia utlenienia, Doktorant otrzymat warianty biatka
pozbawione reszt cysteinowych jedynie w N- lub C-koricowej domenie. Analiza powinowactwa
dostarczyta na tyle ztozonych wynikéw, ze nie pozwolita jednoznacznie okreéli¢, ktére cysteiny
petnig funkcje regulatorowa. Pomimo tego, otrzymane wyniki uwazam za wartoéciowe i

wnoszgce nowe elementy do zrozumienia aktywnosci biatka HP1021.

Kolejna cze$¢ badar, zaprezentowanych w rozprawie, dotyczyta analizy wigzania jonéw Zn2+
przez biatko HP1021. Mozliwe, Ze jak to ma miejsce w innych biatkach regulatorowych, jony
cynku sg wigzane przez biatko i maja wplyw na powinowactwo do DNA. Dysponujac mutantami
cysteinowymi, Doktorant przeprowadzil analize wigzania sie Zn2* do biatka HP1021 oraz
wplywu tego wigzania na oddzialywanie z DNA, wskazujac role cystein w koordynacji jonow
Zn?*. Ponadto wykazat zalezno$ci pomiedzy stanem redoks, wigzaniem Zn2+ a powinowactwem

do DNA. Moim zdaniem, jest kolejny warto$ciowy element recenzowanej pracy.

Wyniki doswiadczen in vitro, wskazujace na sensoryczng role HP1021, staly sie przestankg



dla wykonania szczepéw o zaburzonej funkcji HP1021. W pierwszej kolejnosci Doktorant
otrzymat nastepujgce szczepy bakterii: szczep pozbawiony genu kodujgcego HP1021; szczep, w
ktorym piec¢ cysteiny zostato zmienione na alaniny oraz szczep komplementacyjny. Szczepy te
zostaly nastepnie uzyte do eksperymentébw w warunkach szoku oksydacyjnego.
Niejednoznaczne wyniki naprowadzity Autora rozprawy do wniosku, ze podczas generowania
szczepéw doszto do powstania mutacji, co uniemozliwito interpretacje wynikéw. W zwigzku z
tym kolejne badania skupily sie na analizie poziomu ekspresji wybranych genéw regulowanych
przez biatko HP1021Doktorant wskazat trzy geny, ktorych ekspresja jest zalezna od biatka
HP1021 w warunkach stresu oksydacyjnego. Podsumowujac przedstawione wyniki, chciatbym
podkresli¢, ze pomimo napotkanych trudnosci zwiazanych ze skomplikowang naturg uktadéw
biologicznych, Autorowi rozprawy udato sie wykazaé, ze bialtka HP1021 dziata na zasadzie
sensora erdoks a domena N-koricowa moze petni¢ role regulatorowa. Doktorant wykonat szereg
eksperymentéw, ktére przyczynity sie do zrozumienia aktywno$ci sierocego regulatora HP1021

i mogg by¢ podstawg do bardziej szczegbtowych badan opisujacych mechanizm jego dziatania.

Rozdziat Dyskusja zawiera szereg krytycznych komentarzy do otrzymanych wynikéw.
Doktorant we wiasciwy sposéb odnosi sie do danych literaturowych, interpretujac otrzymane
przez siebie rezultaty. Czg$¢ przyprowadzonych badan data niejednoznaczne wyniki. Nalezy
pochwali¢ Autora rozprawy, Ze nie nadinterpretuje lub nie pomija "niewygodnych" danych.
Chciatbym réwniez podkredli¢, Ze odkrycia przedstawione w rozprawie mogg przyczynié sie do

rozwoju nowych terapii przeciwko H. pylori.

Mam nastepujgce uwagi oraz pytania:

. Rysunek 2 powinien zostawal szerzej opisany. Zastosowanie skrotéw nazw biatek i
strzatek bez opisu czyni go mato czytelnym. Podobnie w przypadku Rysunku 3.

. W rozdziale Wstep pojawia sie informacja: ,..u bakterii H. pylori wykazano obecno$¢ 3
kinaz histydynowych oraz 5 regulatoréw odpowiedzi” (strona 12). Cytowanie pochodzi z 2007 r.
Czy sa nowsze dane na ten temat ?

. W rozdziale Materialy i Metody nie znalaztem opisu biotynylacji fragmentéw DNA (przed
pomiarem SPR). Podobnie nie ma opisu testu katalozowego zamieszczonego na rysunku 42.

o Autor rozprawy do przewidywania struktury trzeciorzedowej biatka zastosowat
program/serwer? o nazwie Phyre2. Nie znalaztem odno$nika literaturowego, ani opisu toku
postepowania.

. Poréwnujgc model biatka HP1021 do struktury czasteczki HP1043, Autor uzywa

sformutowania "Podobng budowe wykazano w przypadku drugiego sierocego regulatora



odpowiedzi H. pylori, HP1043". Co oznacza okreslenie "podobng"? Nie znalaztem zadnej
warto$ci numerycznej, ktéra by na to wskazywata.

° Na rysunkach przedstawiajacych sensogramy otrzymane metodg SPR Autor umieszcza
krzywe z réznych eksperymentéw. Ilos¢ danych powoduje trudno$ci z interpretacjag wynikéw.
Duzo klarowniejsze bytoby umieszczenie obok siebie paneli z niezaleznymi wykresami dla
danych warunkéw eksperymentu (przy zachowaniu identycznej skali Y).

° Uzycie pelnych nazw biatek w podpisach tabel 18-22 oraz na Rysunku 43 utatwitoby

zrozumienie efektow biologicznych zwigzanych z regulonem HP1021.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej ,Charakterystyka sierocego
regulatora odpowiedzi HP1021 jako potencjalnego sensora redoks Helicobacter pylori” jest
wysoce pozytywna, a rozprawa spetnia warunki ujete stosownymi przepisami. Wnosze o
dopuszczenie mgra Piotr Szczepanowski przez Rade Naukowg Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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