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»Analiza biochemiczna deiminazy peptydyloargininowe;j i jej rola w wirulencji Porphyromonas
gignivalis”
wykonane] w Zakiadzie Mikrobiologii, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu

Jagiellonskiego,
pod kierunkiem prof. dra hab. Jana Potempy oraz dr hab. n. med. Katarzyny Gawron

Zapalenie przyzebia (czyli paradontoza) jest jedng z najczestszych chordb zapalnych. Szacuje
sig, ze na catym Swiecie 538 milionédw ludzi cierpi na powaing chorobe przyzebia, z czego 276
milionéw stracito zeby. Oczekuje sie, ze liczby te beda rosty wraz ze wzrostem liczebnosci i
starzeniem sie populacji. Oprécz tego, ze jest gtownym czynnikiem powodujacym utrate zebow,
zapalenie przyzebia jest takze powigzane z réznymi chorobami ogdlnoustrojowymi, takimi jak
reumatoidalne zapalenie stawdw, choroby sercowo-naczyniowe czy choroba Alzheimera. Gtoéwnymi
patogenami odpowiedzialnymi za rozwdj i postep przewlektego zapalenia przyzebia sg bakterie tzw.
czerwonego kompleksu do ktérego zalicza sie P. gingivalis, Treponema denticola i Tannarella
forsythia, ale badania wykazuja, ze kluczowa role petni P. gingivalis. Dzieki réznym czynnikom
wirulencji gatunek ten jest zdolny do manipulacji mechanizmami obronnymi gospodarza i
wywotania dysbiozy mikrobioty jamy ustnej prowadzacej do rozwoju paradontozy. Praca doktorska
mgra Grzegorza Berety dotyczy badania deiminazy peptydyloargininowej (w skrocie PPAD),
uznawanej za jeden z czynnikéw wirulencji P. gingivalis. U jej podstawy lezy obserwacja, ze gen
kodujgcy PPAD jest zroznicowany genetycznie i wystepuje w dwoch wariantach, nazwanych T1i T2.
Warianty rdznig sie wystepowaniem siedmiu mutacji punktowych, skutkujacych zmiang trzech
aminokwasoéw, zlokalizowanych w poblizu centrum aktywnego enzymu (wariant T2).

Modelem badawczym w ocenianej rozprawie sg dwa powszechnie stosowane szczepy
laboratoryjne P. gingivalis ATCC 33277 i W83 kodujace wariant PPAD bez mutacji czyli T1. Doktorant
wprowadzajac punktowe mutacje w sekwencje genu ppad obu szczepow zmienit ich warianty z T1
na T2 i tym samym stworzyt sobie model badawczy zapewniajacy niezmiennos¢ pozostatych
czynnikdw genetycznych, ktére mogtyby wptywac na aktywnos$¢ biologiczng deiminazy. A wiasnie
analiza i porownanie aktywnosci obu wariantéw deiminazy peptydyloargininowej oraz ich
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wptyw na wirulencje szczepdw p. gingivalis stanowi zasadniczy cel naukowy jaki Doktorant
sformutowat w rozprawie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim w
formie spdjnego tematycznie opracowania. Liczy 129 stron i zostata opatrzona 36 rycinami i 4
tabelami. Uktad rozprawy jest prawidtowy — typowy dla prac o charakterze eksperymentalnym,
zawiera wiec charakterystyczne dla takich opracowan rozdziaty, tj. Streszczenie (rowniez w jezyku
angielskim), Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz spis cytowanej
literatury. W pracy zamieszczono takze wykaz stosowanych skrotéw oraz imponujacy dorobek
naukowy, na ktory sktada sie spis publikacji ktérych wspoétautorem jest Doktorant (tj. 11 artykutow
i 1 rozdziat w ksigzce) oraz uzyskane granty (w liczbie 2).

Rozprawa jest napisana poprawnym specjalistycznym jezykiem polskim co zastuguje
niewatpliwie na pochwate. W kilku miejscach znalaztam drobne btedy i niezreczne okreslenia
wynikajace gtownie z bezposredniego ttumaczenia z jezyka angielskiego, np. powtarzajace sie
,prébke tadowano na ztoze/kolumne” (str. 48-50) czy biatka sekrecjonowane zamiast wydzielane
(str. 18). Ponadto wydaje mi sie, ze stowo muteina pojawiajace sie na str. 7, nie jest stosowane w
jezyku polskim. Za to uzywany przez Doktoranta termin mikroflora (str. 14, 15, 23) funkcjonuje
obecnie gtdwnie w kontekscie medycznym oraz jezyku potocznym, a w jezyku biologicznym
powinnismy je zastepowac pojeciem mikrobiota.

Ocena poszczegdlnych rozdziatow rozprawy

Na poczatku rozprawy Doktorant umiescit Wykaz stosowanych skrotow, ktory utatwia
lekture. Jednak nie wszystkie skroty zostaty w nim ujete. Przyktadowo nie znalaztam stosowanego
w tekscie skrotu 1Cso.

Rozdziat Wstep obejmuje 14 stron rozprawy i zawiera 5 réwnocennych w hierarchii
numeracji podrozdziatow, w ktorych opisano kolejno: (1) zapalenie przyzebia jako jednostke
chorobowsg, czestos¢ wystepowania i objawy kliniczne, (2) mikrobiote ptytki poddzigstowej i role P.
gingivalis w rozwoju proceséw chorobowych, (3) mechanizmy wywotywania zapalenia przyzebia
przez P. gingivalis, nastepnie (4) czynniki wirulencji, a w ostatnim (5) deiminaze
peptydyloargininowa PPAD z uwzglednieniem réznic i podobienstw do ludzkich enzymow o tej
samej aktywnosci oraz udziat w wywotywaniu zapalenia przyzebia oraz reumatoidalnego zapalenia
stawéw. Naturalnie najwiecej uwagi poswiecono czynnikom wirulencji, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli biatka PPAD. Lektura wstepu pozostawita jednak pewien niedosyt, gdyz w
moim odczuciu niektére zagadnienia zostaty opisane dosé pobieznie. Zabrakto mi doktadniejszej
charakterystyki samego obiektu badan, wtgcznie z podaniem klasyfikacji systematycznej. Takze w
opisie czynnikow wirulencji Doktorant skoncentrowat sie na gingipainach, fimbriach oraz deiminazie
pomijajgc zagadnienia zwigzane z problemem pozyskiwania zelaza, co w przypadku wielu bakterii
patogennych, w tym takze dla P. gigngivalis, stanowi powazne wyzwanie. Ponadto we wstepie
uwzglednitabym takze, chociazby uproszczony i przedstawiony na schemacie, mechanizm katalizy
deiminazy peptydyloargininowej oraz podrozdziat dotyczacy biologicznej roli cytrulinacji biatek.
Mimo powyzszych uwag, nalezy podkresli¢, ze rozdziat ten zawiera podstawowe informacje
niezbedne do zrozumienia istoty problemu badawczego oraz uzasadnia wybdr tematyki badawczej

pracy.

Kolejny rozdziat zawiera opis wykorzystanych w badaniach materiatéw i metod. Zawarte w
nim informacje pozwalaja na powtodrzenie najwazniejszych eksperymentow, cho¢ mam kilka uwag
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krytycznych. Tabele zawierajgce spis szczepdw bakteryjnych i plazmidéw (1 i 2) powinny zawierac
informacje dotyczace zrodfa pochodzenia tych materiatéw. Nie wspomniano ktére z nich zostaty
»skonstruowane” przez Doktoranta, a ktdre pochodzg np. z zasobdéw Zaktadu Mikrobiologii UJ.
Poniewaz w pracy pojawiajg sie szczepy z delecjg genu ppad, a w metodach brak jest opisu sposobu
ich otrzymania to zaktadam, ze pochodzg one z kolekcji macierzystej jednostki Doktoranta. W pracy
nie znalaztam jednak zadnej informacji na ten temat. Nie znalaztam takze informacji ile szczepow
klinicznych przebadat Doktorant. Szczepy te, jak wynika z tabeli 1, pochodzg z kolekcji Zaktadu
Mikrobiologii IBBiB i s3 zapewne skatalogowane. Wtasciwe bytoby umieszczenie ich na przyktad w
osobnej tabeli. Niektére doswiadczenia sg niedoktadnie opisane, np. sposdéb wprowadzania
izogenicznych mutacji w genom P. gingivalis. Szczegdtowo opisano przygotowanie plazmidéw do
wprowadzania mutacji, ale przydatby sie tez opis mechanizmu podmiany wersji chromosomowej
ppad na te znajdujgcy sie na plazmidzie. Réwniez idea szczepu z wprowadzonym genem opornosci
na antybiotyk, stanowigcego kontrole efektu polarnego nie jest w tym wypadku dla mnie jasna. Czy
gen ppad wchodzi w sktad operonu?

Rozdziat Wyniki zawiera opis czesci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej. Ciagg
eksperymentow zostat zaplanowany logicznie, z jasno postawionym celem. Jak juz wspomniatam
wczesniej, inspiracjg skfaniajaca do podjecia badan byta obserwacja, ze gen kodujacy PPAD
P. gingivalis wystepuje w dwdch wariantach. Dzieki modyfikacji genetycznej dwéch modelowych
szczepow P. gingivalis ATCC 33277 i W83 Doktorant uzyskat blizniacze szczepy bakteryjne rdznigce
sie sekwencjg genu ppad (ATCC 33277 T1i T2 oraz W83 T1iT2). Szczepy te i produkowana przez nie
deiminaza peptydyloargininowa (a takze warianty z dodatkowymi mutacjami) zostaty wykorzystane
do zasadniczych eksperymentow, ktorych gtownym celem byto (1) porownanie aktywnosci oraz
specyficznosci enzymatycznej PPAD w roznych wariantach oraz z roéznymi towarzyszgcymi
mutacjami punktowymi, (2) rozwigzanie struktury przestrzennej wariantu T2 ze zwigzanym
inhibitorem i porownanie jej ze strukturg ludzkiego PAD4, a takie (3) poréwnanie wirulencji
szczepow P. gingivalis kodujacych warianty T1 i T2 w modelach in vitro i in vivo.

Do realizacji tych zadan Doktorant zastosowat szereg adekwatnych i zréznicowanych metod:
(1) mikrobiologicznych (podstawowe metody hodowli mikroorganizmaéwy);

(2) genetycznych (Doktorant opracowat w oparciu o zagniezdzony PCR skuteczng metode
identyfikacji wariantéw PPAD w szczepach klinicznych, przy uzyciu mutagenezy specyficznej co do
miejsca przygotowano rézne warianty genu ppad, ktore nastepnie metoda wymiany alleli zostaty
wprowadzone do genomu P. gingivalis, a z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym
przeprowadzit analize wzglednego poziomu ekspresji gendw kodujacych czynniki wirulencji P.
gingivalis);
(3) biochemicznych (poczawszy od na pozdr prostego oczyszczania biatek w réznych uktadach po
charakterystyke biochemiczng i strukturalng deiminazy peptydyloargininowej obejmujgcg m.in.
analize kinetyki katalizowanej reakcji, analize hamowania PPAD przez Cl-amidyne, wyznaczenie
state] wigzania substratu przez PPAD i wyznaczenie ICsp czyli potowy maksymalnego stezenia
hamujgcego inhibitora oraz analize specyficznosci enzymu przeprowadzong przy uzyciu metody
HPLC);
(4) bioinformatycznych (analiza sekwencji genow ppad oraz opracowanie drzewa filogenetycznego
szczepow P. gingivalis);
(5) metod wymagajacych pracy z liniami komorkowymi, ktére postuzyty do oceny inaktywacji EGF
przez PPAD oraz do zbadania wptywu mutacji PPAD na ekspresje genow odpowiedzi prozapalnej
aktywnos¢ oraz
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(6) technik pracy ze zwierzetami (ocena wirulencji roznych szczepow P. gingivalis poprzez infekcje
myszy i larw Galleria melonella).

Stosowanie tak rozmaitych metod $wiadczy o dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i
umiejetnosci jego wykorzystania przez Doktoranta.

Uzyskane w pracy wyniki Doktorant opisat na 31 stronach i przedstawit na 31 rycinach. Mam
kilka pytan dotyczacych tej czesci rozprawy:

- w pracy wykorzystano dwa powszechnie stosowane szczepy bakteryjne ATCC 33277 i W83,
obydwa naturalnie kodujace wariant T1 PPAD. Co wiadomo o ich wirulencji? Poziom ekspresji
badanych przez Doktoranta czynnikow wirulencji dos¢ znacznie sie rézni w tych szczepach, czy
wiadomo dlaczego? Dlaczego nie dotgczono do tej analizy takze szczepow ATCC 33277 i W83
kodujacych wariant T2 PPAD?

- narycinie 9B przedstawiono wzgledng ekspresje mRNA ppad w mutantach w szczepie ATCC
33277. Analogiczne mutanty otrzymano takze w szczepie W83. Dlaczego, oprocz szczepu W83 wt,
nie zostaty one dotgczone do analizy?

- na Rycinie 10 przedstawiono zdjecia obrazujgce wyniki oczyszczania wariantéw PPAD ze
szczepOw P. gingivalis. Obecnosc sladowych ilosci biatka w pozywce pozostatej po hodowli szczepow
W83 Doktorant ttumaczy mozliwg obecnoscig w probce pecherzykéw btonowych, a co za tym idzie
zwigzanego z btonami biatka PPAD. Czy w takim razie ATCC 33277 nie produkuje pecherzykow, skoro
w przypadku tego szczepu nie zaobserwowano tego efektu? Poza tym wydaje mi sie, Zze zaledwie 8-
krotne zageszczenie supernatantu znad hodowli nie wystarczytoby do uzyskania takiej ilosci
pecherzykow. Tu chciatabym tez przypomniec, ze stosowana przez Doktoranta metoda Western-
blot nie jest metodg ilosciowa, a co najwyzej potilosciowa i to przy zachowaniu pewnych warunkow;

- w tescie specyficznosci substratowej poréwnano miedzy innymi aktywnos¢ PPAD T1 oraz
rekombinowanego ludzkiego biatka PAD4. Zaobserwowano nieopisywang wczesniej aktywnosc
egzodeiminazowg enzymu PAD4. Czy jednak nie jest niepokojacy brak aktywnosci
endodeiminazowej tego biatka? Czy jej brak nie stawia pod znakiem zapytania poprawnosci tego
eksperymentu, np. w doborze substratowych peptydow?

- ekspresje genow prozapalnych COX-2 i mPGES-1 badano po infekcji pierwotnych ludzkich
fibroblastow dzigstowych szczepem P. gingivalis W83 oraz jego wariantami. Czym byt podyktowany
wybor tego szczepu. Dlaczego nie wykorzystano obu modelowych szczepdw i ich wariantow od
razu? Rozbicie tych eksperymentéw na dwa etapy (z pdziniejszym dotgczeniem wariantow szczepu
ATCC 33277 m.in. z delecjg genu fimA), powoduje trudnosci w interpretacji uzyskanych wynikow
(réznice w skali na wykresach) oraz w przeprowadzeniu analizy statystycznej. Jak wytfumaczyc
lepszg stymulacje szczepem ATCC C351AdFimA w poréwnaniu do szczepow niosacych te mutacje
osobno?

- wyniki uzyskane przez Doktoranta w badaniach wirulencji P. gingivalis przy uzyciu larw
G. melonella sg dos¢ zaskakujgce i odbiegajace od opublikowanych wynikéw innych autorow, np.
przez T.A Santosa (2020), J. D. dos Santos (2017) czy Jose Soliati (2020). Opisuja oni, ze przy
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zastosowane] przez Doktoranta dawce infekcyjnej (108) smiertelnos¢ larw siega 100% juz po 24
godzinach od iniekcji. Jak wiec wyjasnic te rozbieznosci? Nalezy takze zwrdci¢ uwage, ze w cytowanej
przez doktoranta pracy autorstwa Stobernack’a i wsp. zastosowano szczep W83 z delecjg genu ppad,
a nie jak w recenzowanej pracy, szczep produkujgcy deiminaze, ale w nieaktywnej formie. Na ten
problem chciatabym generalnie zwréci¢ uwage Doktorantowi. W wielu rodzajach eksperymentow
uzywanie szczepu produkujgcego nieaktywne enzymatycznie biatko jest zasadne i wiasciwe.
Jednakze w badaniach dotyczacych wirulencji bakterii bgdz odpowiedzi obronnej gospodarza na
infekcje dotfaczatabym, jako dodatkowa kontrole, szczep bakteryjny z catkowitg delecjg badanego
genu, w tym przypadku ppad, zwtaszcza ze, jak wynika z opisu w pracy, Doktorant dysponowat takimi
mutantami w obu badanych szczepach. Zdarzy¢ sie moie, ze obecno$¢ nawet nieaktywnego
enzymatycznie biatka bedzie miata znaczenie w stymulacji uktadu odpornosciowego gospodarza.
Brak takiego wariantu moze utrudnic interpretacje wynikéw lub prowadzi¢ do btednych wnioskdw.

W Dyskusji przeprowadzono doktadng analize uzyskanych wynikow i krytycznie je omowiono
z uwzglednieniem i wskazaniem zblizonych rezultatéw innych badaczy. Rozdziat ten Swiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktoranta i jego dogtebnej znajomosci podjetej tematyki badawcze;.
Zacytowane w pracy pismiennictwo zebrane w rozdziale Literatura obejmuje 145 odpowiednio
dobranych i aktualnych pozyciji.

Whnioski umieszczone w ostatnim rozdziale o tym z samym tytule uwazam za merytorycznie
poprawne.

Przedstawione w mojej recenzji uwagi, nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy, a

do najwazniejsze jej osiggniec niewatpliwie nalezy zaliczy¢:

1) opracowanie prostej i skutecznej metody wykrywania wariantow genu ppad w materiale
biologicznym, np. prabkach ptynu kieszonkowego pobranego od pacjentow;

2) okreslenie roznic we wtasciwosciach enzymatycznych pomiedzy wariantami PPAD T1i T2
oraz wskazanie wptywu mutacji poszczegdlnych aminokwasow na aktywnos¢ biatka.
Nalezy podkreslic, ze charakterystyka biochemiczna (wraz z rozwigzang strukturg
krystaliczng) oraz charakterystyka aktywnosci wariantu PPAD T2 zostaty opublikowane w
czasopismie Protein Science, a Doktorant jest pierwszym, rownorzednym autorem
powstatej pracy. Zauwazytam takze, ze w kwietniu i maju tego roku zostaty opublikowane
jeszcze dwie prace zawierajgce wyniki zawarte w recenzowanej rozprawie, ktore nie
zostaty ujete w prezentacji dorobku autora.

3) uzyskanie wynikow poszerzajgcych wiedze na temat wptywu PPAD na wirulencje P.
gingivalis.

W mojej opinii, przedstawiona praca stanowi wartosciowe opracowanie, a jej wyniki wnoszg
nowe treéci do ogdlnej wiedzy na temat deiminazy peptydyloargininowej P. gingivalis i jej wptywu
na wirulencje tego mikroorganizmu. Jest to szczegdlnie istotne gdyz postepy w zrozumieniu
mechanizméw patogenezy Porphyromonas gingivalis mogg przyczyni¢ sie do opracowania w
przysztosci nowych strategii eradykacji tego patogena i skuteczniejszego leczenia chorob przyzebia.
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Podsumowujgc, badania przedstawione w recenzowanej rozprawie sg nowatorskie,
wykonane z zastosowaniem odpowiednio dobranych metod, a sama rozprawa stanowi spdjng
merytorycznie cato$€. Pragne tez wyraZnie zaznaczy¢, ze nieliczne krytyczne uwagi zawarte w
recenzji nie wptywaja na moja wysoka ocene catosci rozprawy przedtozonej mi do recenzji.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgra Grzegorza Pawta
Berety spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn. zmianami)
i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
o dopuszczenie mgra Grzegorza Pawtfa Berety do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. Renata Godlewska
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