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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Piotra Szczepanowskiego pt ,,Charakterystyka sierocego
regulatora odpowiedzi HP1021 jako potencjalnego sensora redoks Helicobacter pylori”

Promotor — dr hab. Anna Pawlik

Rozprawa doktorska mgr. Piotra Szczepanika zostata wykonana w ramach Studium Doktoranckiego
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk w Laboratorium Biologii
Molekularnej i Mikrobiologii w grupie badawczej kierowanej przez dr hab. Anng Pawlik. Obiektem
badan doktoranta bylo biatko HP1021 Helicobacter pylori, biatko patogenu zaliczonego przez WHO
do grupy pierwszej czynnikéw rakotwoérczych. Lawinowo narastajaca liczba ludzkich infekcji
szczepami H. pylori opornymi na stosowane antybiotyki (gléwnie klarytromycyne) stymuluje do
poszukiwania nowych skutecznych Srodkéw terapeutycznych. W tym kontekscie wszelkie badania
poglebiajace wiedzeg o fizjologii mikroorganizmu i o molekularnych mechanizmach ktore steruja tymi
procesami sg uzasadnione i pozadane. Nie tylko poglebiajg wiedze podstawowg ale moga
potencjalnie mie¢ warto$¢ aplikacyjna. Badania byly finansowane ze srodkow grantu SONATA BIS
Narodowego Centrum Nauki.

Rozprawa doktorska ma forme klasycznej, zwartej rozprawy. Praca skilada sie ze standardowo
odnajdywanych w tego typu rozprawach rozdziatow takich jak; streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep, cel pracy, opis stosowanych metod i uzytych materiatéw, wyniki i ich dyskusja,

wnioski oraz bibliografia.

Wstep do rozprawy (12 stron) poswigcony jest zagadnieniom mechanizméw indukujgcym
stres oksydacyjny oraz mechanizmom wyksztalconym przez patogenne mikroorganizmy w celu

przezwycigzeni skutkow dzialania reaktywnych form tlenu. Ostatni podrozdziat opisuje dwa
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doktadnie przebadane mechanizmy regulacji procesoéw transkrypcji genéw przez regulatory redoks
E.coli SoxR i OxyR. Zjawiska te przedstawiono w sposéb zbyt powierzchowny i przypuszczam, ze
w pewnych fragmentach niezrozumiaty dla 0séb nie bedacych ekspertami w omawianej dziedzinie
wiedzy. Niektore elementy procesdw reakcji bakterii na stres oksydacyjny zostaty pominiete (np.
mechanizmy obronne aktywowane przez ROS na terenie peryplazmy). W tym fragmencie rozprawy
zauwazylam pewne niescistosci czy niewlasciwe sformutowania (przykladowo - domena biatka
zakotwiczona w peryplazmie, odpornos¢ na stres kwasowy/tlenowy, odporno$¢ na dziatanie
lizozymu, aktywacja opiera si¢ na dwoch resztach cysteinowych (styl), 8-0xoG jest mutacja, stowo
sekwencja, ktére znaczy kolejnosé, bez doprecyzowania czy to sekwencja aminokwasowa czy
nukleotydowa).

Cel pracy zostat jasno sformutowany — zidentyfikowanie czynnika regulujacego aktywnosé
sierocego regulatora HP1021 i wstgpne scharakteryzowanie mechanizmu jego dziatania w warunkach
in vitro i in vivo. Zaplanowano logiczny cigg eksperymentow, ktérych realizacja doprowadzita do
osiggnigcia zamierzonego celu. Metodyka badan przedstawiona zostata w sposob jasny i dostatecznie
szczegdlowy, aby umozliwi¢ ewentualne powtdrzenie wykonywanych eksperymentéw. Doktorant
podczas realizacji badan postugiwat si¢ wieloma technikami badawczymi (analizy in silico, metody
klasycznej mikrobiologii oraz mikrobiologii molekularnej, szeroki wachlarz technik inzynierii
genetycznej, specyficzne metody analizy odziatywan biatek z DNA, czy metody analizy proceséw
redoks). Doktorant zaprezentowat umiej¢tno$é doboru strategii badawczej adekwatnej do

rozwigzywanych problemow.

Biatko HP1021 zostato opisane jako sieroce biatko regulatorowe ponad dwadziescia lat temu.
Jest nietypowym regulatorem, chociaz w domenie C-koncowej zawiera motyw HTH warunkujacy
wigzanie z DNA nie jest ono aktywowane na drodze fosforylacji. Okreslono regulon HP1021 i
wykazano, ze w jego skiad wchodzi okoto 80 bialek. Badania grupy naukowej kierowanej przez dr
hab. Ann¢ Zawilak-Pawlik koncentrowaly si¢ na analizie oddziatywania HP1021 na proces inicjacji
replikacji. Wykazano, ze HP1021 oddziatuje ze specyficznymi boksami w regionie oriC2 i wptywa
na proces tworzenia orisomu. Badania przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
doprowadzity do wyjasnienia mechanizmu dziatania HP1021, wykazaly, ze biatko jest sensorem
stresu oksydacyjnego, ktéry skutkuje zmiang formy redoks reszt cysteinowych. Niewgtpliwie jest to

znaczacy krok w zrozumieniu odpowiedzi tego patogenu na stres oksydacyjny.
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HP1021jest biatkiem cytoplazmatycznym zawierajacym sze$¢ reszt cysteinowych. Stworzony
model struktury wykazat, ze HP1021 jest biatkiem dwudomenowym, w kazdej domenie obecne sg
trzy reszty cysteinowe a obie domeny powiazane sg fragmentem o strukturze alfa-helisy. Znamy juz
sekwencje nukleotydowa kilkuset szczepow Helicobacter pylori, czy sprawdzono sekwencje
aminokwasowe HP1021 w innych szczepach (badania wykonano z wykorzystaniem dwu szczepow

N6 i2695)?

Punktem wyjscia byt eksperyment w ktéorym sprawdzono czy reszty cysteinowe HP1021
bedace w warunkach mikroaerofilnych w formie zredukowanej ulegaja utlenieniu pod wptywem
wzrostu stgzenia tlenu, w warunkach imitujacych stres oksydacyjny. W badaniach wykorzystano
odczynnik AMS wigzacy sie do wolnych grup-SH i pozwalajacy na rozdzielenie dwu form (utlenione;j
i zredukowanej) biatek zawierajacych grupy tiolowe. Rezultaty przedstawiono na rys. 7. Faktycznie
juz po 5 minutach w warunkach 20 % st¢zenia tlenu prawie cata pula HP01021 ulega utlenieniu i jest
to proces odwracalny zachodzacy z r6zng wydajnoscig w dwu badanych szczepach . Na rys. 7 nie
podano procentowosci stosowanego zelu poliakrylamidowego, by¢é moze przy wyzszej
procentowosci zelu rozdziat obu form bytby bardziej widoczny, w HP1021 AMS potencjalnie moze
wigzac si¢ do szesciu wolnych grup-SH. Na czym polega proces utleniania: utlenianie grup-SH do
kwasu sulfenowego czy tworzenie wewngtrzezasteczkowych mostkéw disiarczkowych.  Dalsze
utlenianie do kwasu sulfonowego jest juz procesem nieodwracalnym. Czy obserwowano w tych

badaniach powstawanie dimeréw, tworzenie mostkéw pomiedzy dwoma czgsteczkami HP1021?

Dalsze analizy regulatora redoks jakim okazalo si¢ potencjalnie by¢ biatko HP1021
podzielono na dwa cykle badan: analizy in vitro i in vivo. Do analiz in vitro przygotowano kilka
wariantow HP1021.Aby przeanalizowac rolg cystein w badanym procesie poréwnywano aktywnosé
bialka natywnego z aktywnoscig biatka w ktorym wszystkie cysteiny zostaly zamienione na alaniny.
Dodatkowo przygotowano zmutowane formy biatka o resztach cysteinowych zmienionych na reszty
alaninowe tylko w jednej z domen bialka. Biatka zostaly oczyszczone w ekspresyjnym ukladzie E.
coli. Punktem wyjscia byta analiza stanu redoks rekombinowanego biatka w warunkach redukujacych
lub nieredukujacych. Wyniki przedstawia rys.]11. W mojej opinii wniosek, ze staby prazek
pojawiajacy si¢ w linii 1 to forma utleniona bialka nie jest catkowicie uprawniony, eksperyment

chyba powinien by¢ uzupehiony dodatkowymi badaniami.
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Moje watpliwosci — czy nie skuteczniejsze byloby zastosowanie zelu o wyzszej
procentowosci, odczynnika AMS oraz analizy stanu redoks po dziataniu czynnika utleniajgcego?
Wykorzystujgc cztery warianty biatka analizowano wplyw warunkéw (biatko utlenione i
zredukowane ) oraz role reszt cysteinowych w procesie wigzania HP1021 do DNA (oriC2 region
DNA). W badaniach przeprowadzonych dwoma metodami EMSA i SPR udokumentowano
zdecydowanie wyzsze powinowactwo do DNA biatka zredukowanego (forma w jakiej jest obecne w
cytoplazmie w warunkach mikroaerofilnych) niz utlenionego. Wykazano, ze reszty cysteinowe nie
sq niezbedne do wigzania choé¢ prawdopodobnie wplywaja na konformacje biatka co ma
odzwierciedlenie w wydajnosci wigzania. W tym cyklu eksperymentéw analizowano takze wigzanie
Jjondw cynku przez biatko HP1021 i jego warianty (test konkurencyjny o jony cynku miedzy biatkiem
a odezynnikiem Zincon). Stosowano jak poprzednio HP1021 w formie zredukowanej lub utlenionej
(nie poddawane dziataniu czynnika redukujacego). Zaobserwowano hamowanie przez jony cynku
wigzania do DNA zaréwno formy utlenionej jak i zredukowanej oraz nieznaczny wplyw reszt
cysteinowych na ten proces. Nie zawsze wyniki uzyskane dwoma metodami byly absolutnie zgodne,
co doktorant thumaczy réznymi warunkami w ktérych wykonywano eksperymenty. Ten fragment
badan uwazam za bardzo wartosciowy . Otrzymane dane udokumentowaty wplyw stanu redoks biatka
na wigzanie do DNA i role jonéw Zn w tym procesie. Nie udato si¢ jednoznacznie wytypowaé
konkretnych reszt cysteinowych istotnych dla funkcjonowania HP1021 jako przetgcznika redoks.
Interesujgce bedzie wykonanie podobnych eksperymentéw z fragmentami DNA promotordw
niektorych genow regulonu HP1021 oraz wytypowanie cystein ktére w warunkach stresu

oksydacyjnego ulegajg utlenieniu.

Drugi fragment rozprawy mgr. P. Szczepanowskiego dotyczy analizy funkcjonowania
HP1021 in vivo w komorkach hodowanych w warunkach stresu oksydacyjnego w pordwnaniu do
standardowych warunkéw mikraerofilnych. W celu przeprowadzenia tych eksperymentéw
skonstruowano kilka szczepow H. pylori — szezep delecyjny nie posiadajacy genu Apl021, szczep
zawierajacy gen hpl021 kodujacy biatko z pigcioma cysteinami zamienionymi na alaniny oraz szczep
komplementacyjny gdzie do szczepu z delecjg hp01021 wprowadzono dzika kopi¢ genu. Szczepy
konstruowano standardowymi metodami biologii molekularnej a prawidlowo$¢ konstrukeji
potwierdzano metoda PCR, sekwencjonowaniem czy analizg Western-Blot. Analizy wzrostu hodowli
wymienionych szczepéw w warunkach standardowych oraz w warunkach stresu oksydacyjnego
wykazaly ,,dziwne” zachowanie szczepu komplementanta: szczep charakteryzowat si¢ szybszym

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 41 104, faks: 22 55 41 106

e-mail: dziekan@biol.uw.edu.pl
http://www.biol.uw.edu.pl



tempem wzrostu w poréwnaniu do szczepu dzikiego oraz podobng do szczepu delecyjnego
wrazliwoscig na dziatanie wody utlenionej. Wstepne analizy wykazaty obecnos$¢ w jego genomie
wielu zmian, miedzy innymi w genie kodujacym katalazg. Szczep z delecjg hpl021 w odrdznieniu
od szczepu kodujacego HP1021 z cysteinami zamienionymi na alaniny nie wykazywat aktywnosci
katalazy co skfonito doktoranta do postawienia hipotezy o braku wplywu redoks zaleznej regulaciji
HP1021 na ekspresj¢ i poziom katalazy, cho¢ jednoczesnie biatko HP1021 jest aktywatorem
transkrypcji tego genu, co wykazano tez w publikowanych badaniach. Poprosze o skomentowanie
kilku moich uwag odnosnie tego fragmentu badan. 1. Przy konstrukcji szczepdéw uzywano
»wymiennie” DNA szczepu N6 i 2695, rozumiem, ze sekwencja nukleotydowa badanego genu i
gendéw sasiadujacych oraz genetyczna organizacja tego regionu DNA jest identyczna. 2. lle
izolowano i sprawdzono klonéw szczepu komplementacyjnego. Czy zawsze dochodzito do
»uszkodzenia” genu katalazy? H. pylori charakteryzuje si¢ wysokim poziomem zmiennosci
genetycznej, dodatkowe mutacje moga by¢ wprowadzane na kazdym etapie manipulacji
genetycznych., tak ze nietypowe zachowanie szczepdw konstruowanych w celu skomplementowania
mutacji zawsze powinno budzi¢ obawy co do zaistnienia nieprzewidzianych zmian. Mozna
nadmieni¢, ze podobne zjawisko zaobserwowano takze wu innych przedstawicieli klasy

Epsilonproteobacterianp. bakterii rodzaju Campylobacter.

Dalsze analizy dotyczyly wptywu HP1021 na poziom transkrypcji wybranych gendw, ktéry
analizowano metoda RT-qPCR. Uprzednio opublikowane badania (analiza metoda mikromacierzy i
z zastosowaniem Zeli dwukierunkowych) wskazywaly na oddziatywanie HP1021 na poziom
ekspresji ponad 70 gendw. W prezentowanej pracy poglebiono ta analizy i sprawdzono nie tylko
poziom ekspresji wybranych czterech gendw w szczepie dzikim i szczepie z delecjg genu hpl021 ale
dodatkowo analizowano wplyw stresu oksydacyjnego na badany proces. Wybrano trzy geny dla
ktérych HP1021 jest represorem i jeden ktéry byt uprzednio aktywowany. Jakie byly kryteria wyboru
tych gendw? Nie ma wsrod nich genu kodujgcego katalaze. W wypadku trzech gendéw potwierdzono
zaleznos¢ ich transkrypceji od HP1021 a dodatkowo udokumentowano zaleznos$¢ tego procesu od
warunkow redoks. Uzupetnieniem tych eksperymentéw byloby pordwnanie nukleotydowych
sekwencji promotorowych wybranych genow, ktérych transkrypcja jest regulowana przez HP1021

migdzy soba i do znanych sekwencji nukleotydowych regionu oriC2 wigzgcych HP1021.
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Dyskusja wynikéw przeprowadzona zostata w sposob ciekawy i profesjonalny w oparciu o
literaturowe dane dotyczace mechanizméw dziatania przetacznikéw redoks funkcjonujacych w
komorkach innych gatunkéw bakterii. Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolity na zaproponowanie
modelu dziatania HP1021 jako sensora redoks. Udokumentowano, ze zmiana stanu utlenienia
HP1021 zachodzgca w warunkach stresu tlenowego skutkuje modulowaniem jego powinowactwa do
DNA co skutkuje zmiang poziomu ekspresji wybranych genéw. Doktorant podkresla w dyskusji ze
wiele elementow tego procesu takich jak okreslenie mechanizmu reaktywacji HP1021, wytypowanie
ktore z reszt cysteinowych HP1021 sg kluczowe w przebiegu procesdéw sygnalizacyjnych, poznanie
szczegdtow regulacji ekspresji genow przez HP1021 i roli jonéw cynku w tym procesie, wymaga
dalszego wyjasnienia.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa stanowi wazny element poznania
mechanizméw obrony przed stresem tlenowym istotnego ludzkiego patogenu. HP1021 jest
pierwszym opisanym przetacznikiem redoks funkcjonujacym w komérkach Helicobacter pylori.
Uznajg przedstawiong do recenzji rozprawg doktorska za warto§ciowg i spelniajacg wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu  Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie mgr. Piotra Szczepanowskiego do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego. Manuskrypt publikacji zawierajacy wyniki badan zawarte w omawianej rozprawie
zostat zaakceptowany do druku w renomowanym czasopi$mie Nucleic Acid Research (piecioletni IF

=11.797). Wnioskuje o nagrodzenie rozprawy stosowna nagroda.
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