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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Piotra Szczepanowskiego pt. Charakterystyka
sierocego regulatora odpowiedzi HP1021 jako potencjalnego sensora redoks

Helicobacter pylori

Rozprawa doktorska mgr Piotra Szczepanowskiego przedstawia wyniki badan zmierzajgce do
identyfikacji czynnika kontrolujgcego aktywnosé sierocego regulatora odpowiedzi HP1021
oraz scharakteryzowanie mechanizmu regulacji aktywnosci HP1021 przez ten czynnik
zaréwno in vitro jak i in vivo.

Rozprawa zostala wykonana pod opiekg Pani dr hab. Anny Pawlik w zespole posiadajacym
duze doswiadczenie w badaniu drobnoustrojéw z rodziny Campylobacteraceae i
Helicobacteraceae .

H. pylori jest bakterig mikroaerofilng kolonizujaca jame ustng i $luzoéwke zolgdka 60%
populacji ludzi na $wiecie. Jest istotnym czynnikiem rozwoju stanéw zapalnych zotgdka,
choroby wrzodowej zotadka i/lub dwunastnicy i raka zolagdka. W jamie ustnej najczesciej
wystepuje w formie kulistej — niehodowlanej, natomiast w zolgdku w formie spiralnej lub
zakrzywionej -hodowlanej. H. pylori wyksztalcit rézne mechanizmy obronne pozwalajgce mu
przetrwa¢ w zolagdku w niesprzyjajacych warunkach $rodowiska np. w niedokwasocie
(ahlorhydrii) lub nadkwasocie zolgdka, w tym w narazeniu na stres oksydacyjny. Jednak
dotychczas nie wykazano obecnoscei u tej bakterii typowego bialka bedgcego sensorem stresu
oksydacyjnego. Z drugiej strony, czynniki regulujgce odpowiedz H. pylori na sires,
szczegblnie sierocy regulator odpowiedzi, HP1021, weigz nie zostal wystarczajgco dobrze
scharakteryzowany. HP1021 jest atypowym regulatorem transkrypcji gendéw. Dotychczas, w
badaniach transkryptomicznych z wykorzystaniem mikromacierzy wykazano, ze w mutantach

delecyjnych genu HP1021 zaburzona jest ekspresja okoto 80 gendéw H. pylori. Jednak
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warunki w ktorych HP1021 podlega aktywacji/hamowaniu nie zostaly zidentyfikowane. W
tym aspekcie problem regulacji aktywnosci biatka HP1021 podjety przez Doktoranta jest
aktualny 1 nowatorski.

Rozprawa doktorska mgr Piotra Szczepanowskiego ma forme klasyczna. Opracowanie
sktadajace si¢ z 10 rozdzialoéw: spis tresci, streszczenie w j. polskim 1 w j. angielskim, wstep,
cel pracy, materialy 1 metody zastosowane w badaniach, wyniki, dyskusja wynikéw badan,
wnioski 1 pi$miennictwo. Jest napisana poprawnym jezykiem naukowym, rzeczowo
przedstawione sg zaréwno zagadnienia teoretyczne jak i wyniki badan.

Streszczenie zawiera wprowadzenie do tematu, krétki opis wykonywanych badan i uzyskane
wyniki.

We ,,Wstepie” doktorant wyczerpujgco wprowadza w tematyke zwigzang z morfologig i
warunkami bytowania H. pylori. Omawia wybrane systemy regulatorowe H. pylori takie jak
systemy dwuskladnikowe i sieroce regulatory odpowiedzi bakterii (w tym HP1021) czy
znaczenie gendw nikR i fur w odpowiedzi H. pylori na stres kwasowy. W osobnym rozdziale
omawia wybrane mechanizmy odpowiedzi H. pylori na stres oksydacyjny.

W celu pracy doktorant podkreslit, ze badania nad charakterystyka biatka HP1021 w zespole
dr hab. Anny Pawlik prowadzono wczeéniej co zaowocowalo wynikami wykazujacymi, ze

biatko HP1021 jest nie tylko regulatorem transkrypcji genow, ale tez pelni prawdopodobnie
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mechanizmu regulacji biatka HP1021. Dlatego celem  wyrazZnie sprecyzowanym i
realizowanym w pracy podjetej przez doktoranta bylo zidentyfikowanie czynnika
kontrolujgcego aktywnosé sierocego regulatora odpowiedzi HP1021, a nastepnie
scharakteryzowanie mechanizmu regulacji aktywnosci HP1021 przez ten czynnik zaréwno in
vitro jak i in vivo.

Niezwykle rzetelnie i szczegdtowo opisane zostaty metody badan — na ich podstawie mozna
odtworzy¢ przeprowadzone przez doktoranta eksperymenty, co zastuguje na uznanie.
Metodologia badan jest wlasciwie dobrana 1 pozwala na zrealizowanie zatozonych celéw
pracy. Warto podkresli¢, ze Doktorant aby zrealizowaé cele pracy wykorzystal szereg technik
badawczych, zaréwno in vitro jaki in vivo, m.in., uzyskal preparaty czterech wariantow
rekombinowanego HP1021, =zastosowal dwie techniki badawcze do zanalizowania
oddziatywan HP1021 z DNA i jonami Zn** in vitro (EMSA, SPR), przygotowal zmutowane
szczepy H. pylori oraz przeprowadzil analizy RT-qPCR w celu zbadania roli HP1021 w

komorkach H. pylori podanych stresowi oksydacyjnemu.
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Wyniki badah zostaly zaprezentowanie poprawnie w postaci 20 tabel, 43 rycin i 43 rysunkow.
Przywolanie wszystkich wynikéw w recenzji nie jest mozliwe, gdyz sg one bardzo obszerne i
wielowymiarowe,

Wymieni¢ tylko najistotniejsze osiggnigcia:

e W oparciu o uzyskany model biatka HP1021 zaproponowano, ze N-koncowa czg$¢
moze posiada¢ wlasciwosci domeny regulatorowej, natomiast C-koficowa czgs$¢
domeny wigzgcej. Analiza sekwencji aminokwasowej HP1021 wykazata, ze bialko
to zawiera sze$¢ reszt cysteinowych zgrupowanych w dwoch domenach: w
domenie N-konicowej, ktora moze mie¢ charakter regulatorowy, oraz w domenie

C-koncowe] wiazacej DNA.

e Wykazano, ze poddanie rekombinowanego biatka HP1021 dzialaniu tlenu
atmosferycznego powoduje utlenienie reszt cysteinowych w bialtku, co skutkuje
zmniejszeniem jego powinowactwa do DNA w stosunku do bialka, w ktérym
reszty cystein sg zredukowane. Wynik ten wskazat na mozliwy mechanizm

regulacji aktywnosci bialka na zasadzie modyfikacji redoks reszt cysteinowych.

e Wykazano ponadto zdolnos$¢ bialka HP1021 do wigzania jonéw cynku, ale z
roznym powinowactwem w zaleznosci od stanu redoks —biatko, zredukowane
wigze Zn** z wyzszym powinowactwem niz bialko utlenione. Wykazano, ze w
oddziatywanie z jonami Zn** zaangazowane sg reszty cystein, a zwigzanie jonéw
Zn*" oraz warunki redoks regulujg aktywnos¢ HP1021. Wynik ten réwniez
wskazal na mechanizm regulacji aktywnosci HP1021 typowy dla sensoréw redoks
czyli regulacje aktywnosci zalezng od stanu redoks reszt cystein i wigzania jonow

metali dwuwartosciowych (tu Zn*").

e Wykazano, ze reszty cystein HP1021 podlegaja utlenieniu w komorkach H. pylori
poddanych stresowi oksydacyjnemu w warunkach inkubacji w normalnej

atmosferze, co $wiadczy o ich aktywnoséci redoks.

e Wykazano, ze HP1021 kontroluje transkrypcje wybranych genow H. pylori (fadA
(HP0690), fecA3 (HP1400), gluP (HP1174)) w odpowiedzi na stres oksydacyjny.

Wyniki zaprezentowane w pracy sg przekonujgce, wyczerpujgco opisane i Swiadczg o
rzetelnym i dokladnym przeprowadzeniu zaplanowanych badan, ktére umozliwily osiggniecie

przedstawionego w pracy celu i wyciggniecie wnioskow. Wnioski sg sformulowane zwigzle 1
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catkowicie wynikajg z wynikow przeprowadzonej pracy badawczej oraz ich doglebnej
analizy.

W Dyskusji Doktorant przedstawil wyniki swojej pracy na tle dotychczasowej wiedzy
zaréwno o czynnikach redoks jak i biologii i patogenezy H. pylori. Pewnym mankamentem
pracy jest literatura naukowa wykorzystana w pracy, zardbwno w rozdziale Wstep jak i
Dyskusja. Bibliografia, obejmuje 160 pozycji ale tylko 30 z ostatnich pigciu lat co stanowi
18,75%. Calos$¢ pracy dopehiajg: podsumowanie wynikéw, spisy (tabel, rysunkéw) oraz

zalaczniki.

Chociaz praca jest stosunkowo kompletna, nie znalaztam jednak informacji dotyczgcych kilku
kwestii i prosze Doktoranta o ich uzupelnienie:

- str 12 czy iloéé regulatorowych systeméw dwuskladnikowych jest rzeczywiscie tak niska

u H. pylori (obecnoéé 3 kinaz histydynowych oraz 5 regulatoréw odpowiedzi (cytowanie z

2007 roku).

- str 17-18 za rearanzacje peptydoglikanu u H. pylori odpowiada takze wazna rodzina

gendw csd1-7 prosze omowic.

- str 18-19 bakterie odporne ---- powinno by¢ oporne.
- str 18 ,,w przypadku bakterii H. pylori nie identyfikowano dotychczas typowego sensora
redoks wystepujgeego u innych gatunkow bakterii  ....niepoprawne stwierdzenie; co z
biatkami z rodziny Tlp. W celu szybkiej i skutecznej kolonizacji §luzéwki zotgdka H. pylori
uzywa biatek z rodziny Tlp (ang transducer-like proteins), ktére zaangazowane sg w
wykrywanie roznych bodzcow $rodowiskowych i zalezny od tego ruch taktyczny -
chemoatraktancje (ruch w kierunku zrodta bodzcoéw) lub chemorepelencje (ruch przeciwny
niz zrodlo bodzcow) Do rodziny biatek Tlp naleza TlpA — wykrywa argining oraz jony
wodoroweglanowe, TIpB — wykrywa mocznik, proteiny oraz autoinduktory-2 , TIpC-
wykrywa mleczan, a takze TlpD — wykrywa wolne rodniki tlenowe oraz kwas podchlorawy.
To wilasnie dla TlpD sugeruje si¢ zaangazowanie w wyczuwanie stresu oksydacyjnego przez
H. pylori. W strukturze tego biatka wykazano obecno$é domeny taczacej si¢ z jonami cynku,
ktéra posiada motyw 3His/1Cys. Perkins. A et al. ,,H. pylori senses bleach (HOCL) as a
chemoattractant using a cytosolic chemoreceptor. PLoS Biol 2019; 17 (8)

- str 30-31 Materiat i metody : czas hodowli H. pylori 24h w hodowli stalej 1 6 h w

hodowli plynnej — jest bardzo krotki, prosze o komentarz poniewaz z reguty po 72h

uzyskujemy wynik hodowli na podiozu stalym.
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- str 32 pkt 3.7.3 — okreslenie V4 plytki jest nieprecyzyjne; bakterie zostaly wysiane w
postaci murawy czy redukcyjnie.

- str 37 zamrozenie w — 70°C, brak minusa.

- str 37: iloé¢ okoto 0,5x10°- brakuje jednostki ,,CFU/ml”

Wyniki: pod wykresami powinna znalezé sie informacja o iloci powtdrzen do$wiadczen,
jednokrotne czy wielokrotne — gdzie odchylenia standardowe?

- str 80 rys 42 okreélenie gestosei bakterii nie byto prowadzone co 2,5-3h od 12h hodowli
— lepiej byloby wymieni¢ punkty czasowe

- str 89: okreslenie gestosci bakterii nie bylo prowadzone co 2,5-3 godz. od 12 godz.
hodowli .... Lepiej byloby do publikacji wymieni¢ punkty czasowe

Str 98 H. pylori wyksztalcita ....wyksztalcil

-str 106: ,, HP 1174 wzmaga pobdr glukozy podczas stresu oksydacyjnego™ warto
postawi¢ alternatywng hipoteze np. wzmaga wyrzut glukozy (jako transporter) i zaleznie
od tego tworzenie macierzy biofilmu podczas stresu oksydacyjnego (mechanizm

ochronny).

Podsumowujgc recenzje merytoryczng rozprawy doktorskiej Pana mgr Piotra
Szczepanowskiego moge stwierdzi¢, ze cel pracy doktorskiej zostal osiggniety, a moje
uwagi nie umniejszajg jej wartosci. Praca zawiera nowatorskie wazne wyniki naukowe
potwierdzajace, ze bialko HP1021 pelni role sensora stresu oksydacyjnego u bakterii co
w przysztosci moze pomdc w opracowaniu nowych terapii skierowanych przeciwko F
pylori. Podkredlié tez nalezy ogrom pracy wlozonej w wykonanie badan, staranno$¢ ich
wykonania i opisania. Wyniki pracy powinny zosta¢ opublikowane, poniewaz tylko wtedy

mogg by¢ wykorzystane do dalszych badan naukowych .

Uwazam, ze przygotowana do recenzji rozprawa doktorska pt ,Charakterystyka
sierocego regulatora odpowiedzi HP1021 jake potencjalnego sensora redoks
Helicobacter pylori” mgr Piotra Szczepanowskiego spelnia wymogi osiggnigcia
naukowego, o ktérym mowa w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz 595. z
pozn. zm). Wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda we Wroclawiu o dopuszczenie Pana mgr Piotra

Szczepanowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
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Jednoczenie zwazywszy na nowatorskie elementy poznawcze zawarte w recenzowanej
dysertacji, zastosowanie zlozonych technik badawczych, a takze potencjalne znaczenie

praktyczne uzyskanych wynikow zglaszam wniosek o wyréznienie pracy doktorskiej.
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