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1. Wartos¢ naukowa rozprawy
a. Oryginalnos¢ badan:

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku angielskim w formie
spdjnego tematycznie zbioru artykutow, skladajgcego sie z dwach oryginalnych publikacji oraz
jednego rozdziatu zawierajacego nieopublikowane wyniki. W obu publikacjach Kandydatka jest
pierwszg autorkg i jej udziat w ich powstaniu jest wiodgcy. Badania dotycza Porphyromonas
gingivalis, jednego z najwazniejszych patogenodw jamy ustnej, odpowiedzialnego za rozwoj i postep
przewlektego zapalenia przyzebia, co w konsekwencji moze spowodowac utrate zebdow, a takze jest
powigzane z roznymi chorobami ogélnoustrojowymi, takimi jak reumatoidalne zapalenie stawdw,
choroby sercowo-naczyniowe czy choroba Alzheimera. Praca koncentruje sie na badaniu wptywu
cytrulinowanych biatek budujacych fimbrie P. gingivalis na szlaki przekazywania sygnatu w komérce
eukariotycznej zalezne od TLR2. Czasteczka TLR2 jest czescig ztoZzonego systemu rozpoznawania
struktur powierzchniowych i wewnetrznych drobnoustrojéw (tzw. wzorcéw molekularnych) i
rozpoznaje m.in. fimbrie P. gingivalis. Aktywacja TLROw uruchamia produkcje chemokin,
interferonow (IFN), cytokin prozapalnych, ale takze przeciwzapalnych. U podstawy przedstawionej
rozprawy lezy obserwacja, poczyniona w zespole kierowanym przez prof. Jana Potempe —
promotora rozprawy, Ze niezdolne do cytrulinacji szczepy P. gingivalis, z mutacjg w genie kodujacym
deiminaze peptydyloargininowa (PPAD), nie stymulujg odpowiedzi prozapalnej badz stymuluj3 ja
znacznie stabie] i nie aktywuja szlaku syntezy prostalandyny E2 (PGE2) - czynnika prozapalnego,
powodujgcego resorpcje kosci w zapaleniu przyzebia.

Badania przeprowadzone przez Doktorantke doprowadzity do konkluzji, ze aktywacja TLR2 jest
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zalezna od cytrulinacji, doktadniej od cytrulinowanych fimbrii P. gingivalis, a ich obecno$¢ wzmacnia
odpowied? prozapalng ludzkich makrofagodw aktywujac ekspresjg gendw szlaku syntezy PGE2 i
cytokin oraz sprawia, ze bakterie lepiej przezywaja w makrofagach. Wyniki przedstawione w
dysertacji stanowia znaczacy i oryginalny wktad w wyjasnienie roli cytrulinowanych biatek
P. gingivalis w inicjowaniu procesu zapalnego oraz rzuca troche swiatta na sposob w jaki patogen
manipuluje odpowiedzia immunologiczng gospodarza.

b. Wartos¢ naukowa rozdziatow/artykutow:

Dwie prace bedace podstawa ocenianej rozprawy doktorskiej ukazaly sie w naukowych
czasopismach o miedzynarodowym zasiegu, ktore znajduja sie w bazie Journal Citation Report, a
takze na liscie punktowanych czasopism MEIN. S3 to czasopisma: Frontiers in Immunology,
wspotczynnik wptywu IF=7.3 i 140 pkt. MEIN oraz Molecular Oral Microbiology, IF=3.7 i 70 pkt.
Dodatkowo Doktorantka zamieécita pozostate, niepublikowane jeszcze wyniki, ktére przedstawita w
formie przygotowanego do publikacji manuskryptu.

Gtéwnym, celem opisanych doswiadczen byto zbadanie roli cytrulinowanych biatek P. gingivalis w
eukariotycznych szlakach przekazywania sygnatu zaleznych od aktywacji receptora TLR2. Badania
opisane w pierwszej pracy doprowadzity do wniosku, ze zarowno obecnos¢ enzymu
przeprowadzajacego cytrulinacje czyli PPAD jak i fimbrii jest konieczna do aktywacji receptora TLR2
i stymulacji odpowiedzi immunologicznej.

Doktorantka zbadata zdolno$¢ do aktywacji TLR2 réinych szczepow P. gingivalis oraz ich
izogenicznych mutantéw w genach kodujagcych gtéwna podjednostke fimbrii — fimA oraz w genie
ppad. Dowiodta, ze cate komorki bakteryjne jak réwniez ich sonikaty w réwnym stopniu indukuja
aktywno$¢ TLR2, co $wiadczy o tym Ze ligand dla receptora znajduje sie na powierzchni komorki
bakteryjnej. W eksperymentach uzyto eleganckiego modelu badawczego: ludzkiej linii komorek
glejaka ztosliwego U251MG transfekowanej trzema wektorami: (1) niosacym system reporterowy
zawierajacy gen lucyferazy pod kontrolg elementow reagujacych na NFkB, (2) zawierajacym gen B-
galaktozydazy pod kontrolg czynnika EF-la craz (3) kodujacym ludzki receptor TLR2 lub
heterodimery TLR2-TLR1/TLR2-TLR6. Sama, nietransfekowana linia U251MG nie wykazuje ekspresji
TLR2. W takim ukfadzie doéwiadczalnym moina zbada¢ efekt pobudzenia receptora TLRZ w
odpowiedzi na infekcje réznymi szczepami P. gingivalis, a aktywacja TLR2 manifestuje sig poprzez
bioluminescencje komoérek. Aktywacje TLR2 badano takze przy uzyciu komercyjnej linii ludzkich
komorek HEK-Blue hTLR2, ktére otrzymano przez kotransfekcje ludzkich genow TLR2 i SEAP
(wydzielana embrionalna fosfataza alkaliczna) do komdrek HEK293. Ekspresja genu fosfatazy jest
takze zalezna od aktywacji NFkB. Wyniki otrzymane przy uzyciu obu linii komérkowych byly zbiezne
i jednoznacznie potwierdzity, ie P. gingivalis indukuje odpowied? immunologiczng za
posrednictwem receptora TLR2, a aktywacja TLR2 zalezy od ekspresji i aktywnosci PPAD oraz od
obecnosci  cytrulinowanych fimbrii. Otrzymane rezultaty Doktorantka potwierdzita takze
przeprowadzajac analogiczne doswiadczenia przy uzyciu ludzkich pierwotnych fibroblastéw dzigsta
(PHGFs) uzyskanych od zdrowych ochotnikow.

Autorzy pracy zaktadali, ze biatko budujgce fimbrie FimA, jest cytrulinowane i ta modyfikacja jest
kluczowa dla aktywacji TLR2. W dyskusji napisano, ze nie udato si¢ skomplementowac braku
deiminazy peptydyloargininowej poprzez dodanie czystego enzymu do podfoza, w ktorym
hodowano bakterie z mutacjami w genie ppad. Takie dziatanie nie spowodowato cytrulinacji fimbrii
i aktywacji TLR2.
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W drugiej publikacji wykazano zas, ze whrew wczesniejszym przypuszczeniom, to nie gtowne hiatko
budujace fimbrie, FimA jest modyfikowane przez PPDA. Autorzy postulujg, ze cytrulinacji podiegajg
biatka towarzyszace, znajdujace sie na koricu fimbrii, tj. Fim C/D/E (choé przedstawione dowody s3
posrednie) i to te biatka sg kluczowe w procesie aktywacji TLR2.

W pracy tej wykazano takie, ze profile ekspresji gendw komoérek PHGFs infekowanych szczepami
P. gingivalis z nieaktywng deiminazg peptydyloargininowg oraz niewytwarzajgcymi fimbrii sg bardzo
do siebie podobne, ale znaczaco rézne od profilu komorek zakazonych szczepem ATCC33277
produkujgcym cytrulinowane fimbrie, co takie potwierdza role tych struktur w aktywacji
odpowiedzi immunologiczne;j.

Mam tu kilka pytan do Doktorantki. Skoro potencjalnie cytrulinowana arginina w FimA jest odcinana
od gtownej czesci biatka, a wiec nie ma jej w strukturze fimbrii, to dlaczego spodziewata sie Pani, ze
to whasnie FimA jako podstawowe biatko strukturalne fimbrii podlega modyfikacji przez PPAD? Czy
wiadomo co sie dzieje z tymi odcietymi przez gingipaine , koficowkami” FimA i czy petnig jakas role?
Czy w biatkach FimC/D/E wystepujg potencjalne miejsca cytrulinacji, czyli reszty argininy na koncu
dojrzatego biatka? W ktdrych miejscach biatka te s3 ciete przez gingipainy? Czy planowane sg jakie$
eksperymenty, ktére w bezposredni sposdb udowodnia, ze FimC/D/E podlegaja cytrulinacji?
Chciatabym sie tez dowiedzie¢ dlaczego uzyto tylko mutantéw P. gingivalis AfimC i AfimE, bez
mutanta AfimD? | na koniec taka moja refleksja: wydaje mi sie, ze nie moina catkowicie odrzucac
roli biatka FimA w procesie aktywacji TLR2. Brak FimA oczywiscie skutkuje brakiem fimbrii, co
powoduje brak stymulacji receptora eukariotycznego. Jednakie badania z udziatem punktowego
mutanta fimA R46A, wykazaly ze tak zmienione FimA nie jest w stanie polimeryzowacé, a wiec jesli
dobrze rozumiem, ustrukturyzowac sie w fimbrie (Fig.3 E), a mimo to szczep taki aktywuje TLR2 na
tym samym poziomie co szczep dziki (Fig.3 B). Czy ma Pani jakis pomyst jak wyjasnié ten fakt?

Mam te: spostrzeienie dotyczgce uzytych mutantdow. Nishiyama wraz z wspotpracownikami w
publikacji z 2007 roku, w ktorej wykorzystali te same mutanty co Doktorantka, dowodza, ze geny
fimCDE tworza operon i mutacja w pierwszym genie operonu (fimC) skutkuje efektem polarnym, a
co za tym idzie brakiem pozostatych dwéch biatek. Podobny wptyw ma mutacja w fimD — biatko FimC
powstaje, ale oprécz FimD brak jest tez FimE. Jedynie mutacja w fimE nie wptywa na ekspresje biatek
CiD. Mutacja w fimC jest mutacjg typu ,wszystko albo nic”. Czy nie warto bytoby wiec zbadac¢ ktére
z tych biatek jest kluczowe, np. komplementujgc brak poszczegdlnych biatek? Czy istniejg
przypuszczenia co dzieje sie z tymi biatkami w przypadku braku FimA, a co za tym idzie braku
ustrukturyzowanych fimbrii? Czy pozostajg one zwigzane z powierzchnig komorki bakteryjnej czy
raczej zostajg uwolnione do $rodowiska? W jaki sposob dochodzi wtedy do aktywacji TLR2?

W ostatniej czesci pracy, zawierajgcej nieopublikowane dotad wyniki, wykazano ie odpowiedz
prozapalna ludzkich makrofagéow, manifestujgca sie m.in. wzrostem wydzielania cytokin, jest
znaczgco nasilona w komdrkach infekowanych szczepami P. gingivalis produkujacych cytrulinowane
fimbrie w porownaniu komorek infekowanych szczepami niewytwarzajgcymi fimbrii, badz
szczepami niezdolnymi do cytrulinacji biatek. Wykazano takze, ze przezycie bakterii w makrofagach
zalezy od aktywnosci PPAD i modyfikacji przez ten enzym biatek akcesorowych fimbrii. Czy
Doktorantka ma jakies wyttumaczenie dla niejednoznacznych wynikéw dotyczacych poziomu
ekspresji genu kodujacego mikrosomalng syntaze PGE2 (mPGES-1), tj. stosunkowo wysokiego
poziomu ekspresji tego genu po potraktowaniu ludzkich makrofagéw pochodzacych z monocytow
krwi obwodowej szczepem P. gingivalis z mutacjg w fimE?.

| na koniec ogoine pytanie: czy znane sg przypadki zakazen mieszanych, kilkoma réznymi szczepami
P. gingivalis? Skoro osoby z najcigzszym przebiegiem infekcji sg zakazone zwykle szczepami
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prezentujgcymi FimA typu Il badz IV, za$ to typ | najsiiniej aktywuje receptory TLR2, to moze mamy
do czynienia z zakaZzeniami mieszanymi lub z wigkszym znaczeniem typéw FimCDE, albo z jeszcze
innymi nieokreslonymi czynnikami wirulencji?.

2. Warto$¢ merytoryczna rozprawy
(umiejetnos¢ wprowadzenio w tematyke badawczq i jasnos¢ sformutowanych hipotez
badawczych, dobér metod badawczych i narzedzi statystycznych do analizy danych, sposob
przedstawienia wynikéw, krytyczna analiza wynikow i umiejetnosc ich interpretacji na tle
literatury przedmiotu, jasnosc i poprawnosé wnioskow):

Rozprawa zawiera niezbyt obszerne, ale wystarczajace wprowadzenie do tematyki badawczej, w
ktérym mowa jest o zapaleniu przyzebia jako jednostce chorobowej, roli P. gingivalis z
uwzglednieniem czynnikéw wirulencji w jej rozwoju. Ponadto oméwiono funkcje i zwigzek receptora
TLR2 z wywotaniem odpowiedzi immunologicznej na zakazenie P. gingivalis. Bardzo dobrym
pomystem byto takze przedstawienie w tej czesci pracy uzytych modeli badawczych, co jest wielkim
utatwieniem, zwtaszcza dla kogo$ kto niezbyt czesto pracuje z liniami komoérkowymi. Zabrato mi
troche szerszego opisania fimbrii P. gingivalis, proponowanego mechanizmu ich sktadania, sposobu
procesowania biatek budujacych te strukture. Hipoteza badawcza rozprawy oraz zadania majace
doprowadzi¢ do jej weryfikacji zostaly klarownie sformutowane. Do realizacji tych zadan
Doktorantka zastosowata szereg adekwatnych i zréznicowanych metod, opisanych w zatgczonych
artykutach. Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze Pani A. Wielento opanowata roznorodny i
nowoczesny warsztat badawczy, na ktory sktadajg sie podstawowe metody (1) mikrobiologiczne
zwigzane z hodowlg bakterii, ale takze izolacja fimbrii i pecherzykéw zewnatrzbtonowych (OMVs),
(2) metody genetyczne i molekularne —ilosciowv PCR (gPCR), mutageneza, RNA-Seq, analizy biatek,
{3) biochemiczne (badanie aktywnosci PPAD, test immunoenzymatyczny (ELISA)), (4) statystyczne
oraz metody zwigzane z pracg z roinymi liniami komdrkowymi. Nie ma uwag do sposobu
przedstawienia wynikow i oraz ich analizy. Ta cze$¢ zostata juz pozytywnie oceniona przez
recenzentow z czasopism w ktérych opublikowano 2 artykuly bedace podstawg dysertacji. W
podsumowujgcej prace Dyskusji, obejmujacej 10 stron maszynopisu, Doktorantka przeprowadzifa
doktadng analize uzyskanych wynikéw i krytycznie je omowita, uwzgledniajac rezultaty innych
badaczy, ktérych prace zacytowata (133 pozycje). Ten rozdziat zastuguje na szczegding uwage, gdyz
stanowi rzetelne i kompleksowe podsumowanie catej pracy. Na koricu, na podstawie uzyskanych
rezultatéw, Autorka sformutowata wnioski koncowe, ktére uwazam za merytorycznie poprawne.

3. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy
(uktad pracy, jasnosc stylu, szata graficzna itp.):

Rozprawa jest poprawnie skonstruowana i uwzglednia wszystkie zalecenia Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne na UJ dotyczace dysertacji przygotowywanych w formie spdjnego tematycznie zbioru
opublikowanych artykutéw. Zawiera streszczenie w jezyku polskim i angieiskim, 10-stronicowy
wstep zawierajacy podstawowe informacje niezbedne do zrozumienia istoty problemu badawczego,
opis modelu badawczego oraz dobrze sformutowane cele, hipoteze badawczg i listg zadan
badawczych, ktore miaty doprowadzi¢ do weryfikacji hipotezy. Autorka dotgczyta dwa artykuty

naukowe wraz z niezbednymi o$wiadczeniami wspotautoréw okreslajgcymi ich indywidualny
procentowy wkiad. Wktad Doktorantki w ich powstanie zostat oceniony na poziomie 60%. Zbior
zostat rozszerzony o wyniki dotychczas nieopublikowane, ktore takze zostaty przedstawione w
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formie manuskryptu z typowym uktadem podrozdziatow: Introduction, Methods, Results,
Disscussion oraz lista wspotautorow wraz z afiliacjami. Taka forma wskazuje, ze wyniki te s3
przygotowywane do publikacji, a lista autorow sugeruje, ze badania byly przeprowadzone przy
wspétudziale kilku badaczy. Uwazam wiec, ze pomimo informacji w nagtéwku, ze sg to wyniki
nieopublikowane, doktorantka powinna zamiescic oswiadczenia wspotautorow lub informacje o
charakterze ich udziatu, poniewaz w przeciwnym razie nie ma mozliwosci oceny jej wkiadu w
przeprowadzone badania.

4, Uwagi krytyczne

Uwagi merytoryczne zamiescitam powyzej, wiec w tym miejscu uwzgledniam kilka drobnych uwag

krytycznych, dotyczacych gtownie strony redakcyjne;j:

a) Narycinie 52 umieszczonej w materiatach dodatkowych publikacji nr 2 sg kompletnie pomylone
podpisy

b) Nastr. 73 (8 wers od gory) znajduje sie niedokonczone zdanie, urwane na stowach induction of

¢} W kilku miejscach brak jest kursywy w zapisie nazwy gatunkowej P. gingivalis

5. Ocena koncowa:

Podsumowujgc stwierdzam, ze badania przedstawione w recenzowanej rozprawie sg nowatorskie,
wykonane z zastosowaniem odpowiednio dobranych metod, a sama rozprawa stanowi spdjna
merytorycznie catosé i zastuguje na wysoka ocene. Tematyka badan jest interesujaca i potrzebna ze
wzgledu na znaczenie Porphyromonas gingivalis w chorobach przyzebia oraz powigzaniach tego
mikroorganizmu z wystepowaniem innych, ogoélna:strojowych choréb. Zrozumienie mechanizmow
patogenezy oraz manipulacji odpowiedzig odpornosciowa moze przyczynic sie do opracowania w
przysztosci nowych strategii eradykacji patogena i skuteczniejszego leczenia chordb przez niego
wywolywanych.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, Zze recenzowana rozprawa doktorska mgr Aleksandry Wielento
spetnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyZszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Aleksandry Wielento do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

TAK/NIE

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej. Uzasadnienie wniosku (25-200
stow)

FAK/NIE

data sporzadzenia recenzji podpis recenzenta
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