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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ireny Waligorskiej

z Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego

pt. ,Charakterystyka bakteryjnych proteaz PepO z ludzkich periodontopatogenéw
Porphyromonas gingivalis i Tannarella forsythia”

Proteazy kontrolujg niemalze wszystkie procesy zyciowe w organizmach zywych. Sg
one takze doskonatym celem w tworzeniu nowych terapii wobec licznych choréb
cywilizacyjnych, bakteryjnych czy wirusowych, czego najlepszym przykifadem jest stworzenie
w ostatnim czasie inhibitorow proteazy SARS-CoV-2-Mpro, a tym samym skuteczne] terapii
wobec COVID-19. Zaakceptowanie tego leku przez FDA otworzyto catkiem nowy rozdziat
poszukiwania lekow wobec proteaz bakteryjnych oraz wirusowych pokazujgc jak wazna jest
wczesniejsza identyfikacja oraz walidacja celu biologicznego. Przedstawiona do recenzii
praca doktorska magister Ireny Waligérskiej doskonale wpisuje sie w ten nurt badawczy, a
zostata wykonana pod opiekg prof. dra hab. Jana Potempy (promotor) oraz dra Mirostawa
Ksigzka (promotor pomocniczy) z Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu

Jagiellonskiego.

Gtownym celem pracy magister Ireny Waligérskiej byta doktadna biochemiczna oraz
strukturalna charakterystyka proteaz PepO z dwoch ludzkich periodontopatogendw:
Porphyromonas  gingivalis i Tannerella forsythia, a takze okreslenie ich lokalizacji
subkomorkowe;j i funkcji w wirulencji tych bakterii. Taki wybor tematyki badawczej w aspekcie
poszukiwania nowych celéw biologicznych w leczeniu paradontozy uwazam za jak
najbardziej trafny i uzasadniony.

Analiza bazy Pubmed wskazuje, iz mgr Irena Waligorska jest wspotautorkg czterech
publikacji naukowych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Powyzszy dorobek
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naukowy oceniam wysoko, niemniej tematyka do tej pory opublikowanych prac wskazuje, iz

gtéwne tezy przedstawionej do oceny pracy doktorskiej nie zostaty jeszcze opublikowane.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Ireny Waligérskiej ma klasyczny

uktad i liczy 119 stron. Wstep do pracy poprzedza wykaz skrotow, a takze abstrakty w jezyku

polskim oraz angielskim.

Wstep teoretyczny jest krotki, niemniej zawiera niezbedne informacje o enzymach
proteolitycznych, paradontozie jako chorobie oraz powigzanych proteazach. Zacytowana
literatura pochodzi w wigkszosci z oryginalnych prac, co jest dowodem na dobre rozeznanie
Doktorantki w literaturze tematu. Wstep teoretyczny, a w szczegdlnosci ostatnie doniesienia
literaturowe o potencjalnym wptywie paradontozy na powstawanie innych, licznych chorob -
wyjasnia takze geneze postawienia hipotezy badawczej rozprawy doktorskiej oraz

postawienia celow badawczych wymaganych do jej udowodnienia.
Cel pracy zostat jasno sprecyzowany w kolejnym rozdziale rozprawy doktorskiej.

W rozdziale Materiaty, mgr Waligérska przedstawia peten wykaz wszystkich
odczynnikdéw oraz aparatury uzytych w prowadzonych badaniach. W kolejnym rozdziale
Metody, opisane sg dokiadnie wszystkie techniki uzyte do udowodnienia hipotezy
badawczej. Ich ilos¢ jest imponujaca i dowodzi, iz Doktorantka w czasie studiow opanowata
wiele technik laboratoryjnych. Co wigcej, ich zréznicowanie wskazuje, iz praca ma charakter
wybitnie interdyscyplinarny i tgczy ze sobg aspekty biochemii, biologii molekularnej oraz
biologii. Doktadny opis uzytej aparatury i odczynnikdéw, a takze technik badawczych z

pewnoscig pozwoli niezaleznemu badaczowi na powtodrzenie wszystkich eksperymentéw.

W rozdziale Wyniki, Doktorantka przedstawia osiggniecia prowadzonych badan
naukowych. Prowadzona dyskusja w aspekcie juz wczesdniej znanych odkry¢ w tym zakresie
jest dojrzata i na wysokim poziomie merytorycznym. Moje pytanie dotyczy aspektu okreslania
specyficznosci substratowej. Doktorantka uzyta niewielkiej ilosci potencjalnych substratéw do
okreslenia specyficznosci substratowej i na podstawie tej analizy stwierdza, iz jedyng
pozycjg w ktdrej mozna zaobserwowac selektywnosc jest P1°. Czy nie jest to zbyt wczesne
stwierdzenie i czy nie wskazane byloby przeprowadzenie bardziej rozlegtych badan
proteomicznych? Z pewnoscig pozwolitoby to na uzyskanie wiekszej ilosci danych, a tym
samym zdecydowanie lepszg charakterystyke badanych proteaz. Z kolei, w przypadku
badan znanych juz inhibitorow wskazana bytaby ich analiza w aspekcie potencjalnego
mechanizmu inhibicji. Inhibitory centrum aktywnego czy inhibitory allosteryczne majg catkiem
inne parametry wigzania, a tym samym ich analiza w aspekcie przede wszystkim braku
inhibicji w badanych proteazach umozliwitaby lepsze zrozumienie tego mechanizmu.

Zwiaszcza iz Doktorantce udato sie otrzymac struktury krystaliczne obu proteaza, co



uwazam za bardzo wazne i znaczace osiggnigcie w pracy. Kolejne moje pytanie dotyczy
aktywacji PgPepQO przez jony cynku. Czy w $wietle dostepnej struktury krystalicznej,
Doktorantka prébowata analizy, ktéry z atomow cynku w strukturze ma wptyw na ten wzrost i
jaka jest tego przyczyna? Bardzo bym prosit Doktorantke o ustosunkowanie sie do tych

pytan.

Zdecydowanie z najwigkszym zainteresowaniem przeczytatem rozdziat Dyskusja, w
ktorym mgr Waligérska w dojrzaty sposoéb i na wysokim poziomie merytorycznym
podsumowuje wszystkie wyniki swoich badan, ich warto$¢ w aspekcie juz dostepnej
wczesniej wiedzy w tym zakresie, a takze wskazuje na dalsze mozliwe kierunki badawcze. Z
pewnoscig Doktorantce udato sig¢ osiggna¢ zamierzone cele badawcze, a otrzymane wyniki
majg oryginalny oraz nowatorski charakter i postuzg wielu badaczom do kolejnych badan.
Sama Doktorantka na koncu pracy wskazuje na potencjalne kierunki badawcze, ktore

powinny by¢ ich tematem.

Podsumowuijgc, za najwazniejsze odkrycia naukowe pracy doktorskiej magister Ireny
Waligorskiej uwazam:
1. Opracowanie wydajnej metody ekspresji, a takze oczyszczania i otrzymywania w

postaci katalitycznie aktywnej dwoch proteaz — PgPepO oraz TfPepO
2. Wykonanie rozlegtej analizy biochemicznej obu proteaz.
3. Oftrzymanie struktur krystalograficznych PgPepO oraz TfPepO.
4. Analiza lokalizacji komoérkowej PgPepO oraz TfPepO.

5. Okreslenie potencjalnej roli biologicznej PgPepO oraz TfPepO.

Podsumowujgc warto$¢ merytoryczng przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej
mgr Ireny Waligérskiej, uwazam iz otrzymane wyniki sg bardzo ciekawe, o nowatorskim
charakterze, a w wielu aspektach majg znamiona odkrycia naukowego. Jest to naprawde
solidne podioze pod dalsze badania i dowodzi doskonatego warsztatu naukowego
Doktorantki wyniesionego ze wspdlpracy z bardzo doswiadczonymi Promotorami.

Z pewnoscig jest to materiat na jedng lub nawet dwie publikacje.

Pod wzgledem edytorskim i graficznym, praca doktorska mgr lreny Waligorskiej
zostata przygotowana bardzo starannie i estetycznie. W pracy zdarzajg sie btedy
interpunkcyjne czy edytorskie, niemniej ich ilo$¢ jest nieduza i nie ma wplywu na ogodina,

bardzo wysokg ocene pracy.



Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska magister Ireny Waligorskie
z Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego pod tytutem
.Charakterystyka  bakteryjnych proteaz PepO =z ludzkich periodontopatogenow
Porphyromonas gingivalis i Tannarella forsythia” ma oryginalny oraz nowatorski charakter, a
zawarte w niej wyniki badan majg zdecydowanie cechy nowosci naukowej. Doktorantka w
bardzo trafny sposob udowodnita postawiong hipoteze badawczg i zrealizowata
zaplanowane cele badawcze. Zamieszczone tutaj uwagi i zastrzezenia nie majg wptywu na
mojg bardzo wysokg ocene pracy. Po catkowite] ocenie przedstawionej pracy z catg
pewnoscig stwierdzam, iz spefnia ona wszystkie zwyczajowe iustawowe wymagania
stawiane pracom doktorskim.

Wnosze wigc do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne na Uniwersytecie

Jagiellonskim o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Ireny Waligérskiej do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.



