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1. Tematyka rozprawy
czy tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnien istotnych dla rozwoju dyscypliny nauki
biologiczne (sugerowane ok. 50-150 stow):

Tematyka podjeta w pracy doktorskiej przez Doktorantke wpisuje sie w nurt nowoczesnych
badan nad patogeneza choréb przyzebia, czesto korelujgcych ze schorzeniami systemowymi o
podtozu zapalnym, ze szczegbélnym uwzglednieniem jednego z Kkluczowych czynnikéw
etiologicznych tych chordb, czyli bakterii Porphyromonas gingivalis. Tematyka ta, realizowana
w zespole prof. Jana Potempy od wielu lat, nalezy do aktualnych zagadnien badawczych
majacych znaczenie dla rozwoju dyscypliny nauki biologiczne. Zatozenie pracy doktorskiej to
poznanie podstaw procesOw wykorzystywanych przez bakterie P. gingivalis do przezycia,
zapoczatkowania i rozwoju dysbiozy w mikrobiomie jamy ustnej, skutkujgcej chorobami
przyzebia. Podejmujac taki temat pracy doktorskiej, Doktorantka uzupeinia aktualng wiedze w
tej dziedzinie i wskazuje na konieczno$¢ dalszych badan w celu opracowania skutecznych
metod leczenia chordéb przyzebia.

2. Wiedza kandydata

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogo6lng wiedze teoretyczng
osoby ubiegajgcej sie o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne
(sugerowane ok. 50-250 stow):

W rozprawie doktorskiej Doktorantka prezentuje bardzo szeroki, interdyscyplinarny zakres
wiedzy teoretycznej. Swiadczy o tym bardzo dobrze napisany i wyczerpujacy wstep pracy
doktorskiej oraz wykorzystanie w calej rozprawie 265 pozycji literaturowych, dobrze
dobranych i prawidtowo cytowanych. Wstep rozprawy doktorskiej zawiera przedstawienie
znaczenia choréb przyzebia oraz wspottowarzyszacych chordb systemowych w odniesieniu do
koniecznosci poszukiwania dalszych metod ich leczenia. Opisuje takze zaleznosci zachodzace
pomiedzy bakteriami w mikrobiomie jamy ustnej, ze szczegélnym uwzglednieniem znaczenia
czynnikéw wirulencji bakterii P. gingivatis. Duza cze$¢ wstepu to bardzo dobry opis szlakow
umozliwiajacych transport biatek bakteryjnych oraz potranslacyjnych modyfikacji biatek, co
jest bardzo pomocne w zrozumieniu zaplanowanych doswiadczen i uzyskanych z nich
wynikow. Takze w rozdziale Dyskusja Doktorantka zamieScita teoretyczne wyjasnienia
pozwalajgce na lepsze odniesienie sie do wiasnych wynikéw i ich korelacji z danymi
literaturowymi. z
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3. Samodzielno$¢ kandydata

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej przez osobe ubiegajgca sie o nadanie stopnia doktora
(sugerowane ok. 50-250 stow)'".

Zatozony cel pracy doktorskiej zostat w peini zrealizowany, a uzyskane wyniki pozwolity
na dalszg charakterystyke cyklazy glutaminylowej. Do realizacji zatozonego celu pracy
Doktorantka wykorzystata szeroki panel metod badawczych (m.in. réznorodne techniki biologii
molekularnej, analityczne i preparatywne metody biochemiczne, hodowle bakteryjne, analizy
spektrometryczne, metody bioinformatyczne). Imponujgca jest liczba uzyskanych
zmutowanych szczepow, zmodyfikowanych szczepéw kontrolnych oraz analiza w nich
zmodyfikowanych biatek, a nie jest to proste ze wzgledu na ograniczone mozliwosci
mutagenezy u bakterii P. gingivalis. Taka r6znorodnos$¢ zastosowanych metod i technik
wskazuje nie tylko na szeroki zakres nabytych umiejetnosci, ale takze na zdolno$¢ do
(samodzielnego lub we wspdétpracy z promotorami) ich odpowiedniego doboru w zaleznosci od
badanego problemu. W oparciu o przedstawiony w rozprawie udziat Doktorantki, w tym
klarowne przedstawienie udziatu w prowadzonych badaniach innych oséb stwierdzam, ze Pani
mgr Katarzyna Le$niak wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan, interpretacji
uzyskanych wynikéw oraz ich przedstawienia. Swiadczy o tym réwniez wspotautorstwo, jako
pierwszy autor, w publikacji prezentujgcej wyniki pracy doktorskiej.

4. Oryginalnos¢ rozprawy

ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow wiasnych
badan naukowych w sferze gospodarczej lub spotecznej (sugerowane ok. 100-250 stow)'.

Praca doktorska prezentuje dalszg, bardzo szczegdtowa charakterystyke cyklazy
glutaminylowej. Ze wzgledu na szeroki zakres r6znorodnych do$wiadczen, pozwalajacych na
uzyskanie tak ogromnej liczby wynikéw, stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Pomimo uzyskanych wczes$niej i opublikowanych danych na temat biatek
nalezacych do tej grupy enzymoéw, zaréwno tych dotyczacych charakterystyki enzymow z
réznych organizmow, jak i ich substratow, wliczajgc w to potencjalne inhibitory ich
aktywnosci, nadal istotne sg poszukiwania specyficznych celéw terapeutycznych
wykorzystywanych do redukcji lub eliminacji bakterii P. gingivatis. Praca doktorska zawiera
wiele cennych wynikéw naukowych, z ktorych czes¢ to dane nowe, wnoszace duzy wkiad w
dziedzinge dalszej charakterystyki podstaw mechanizméw umozliwiajgcych przezycie
bakteriom P. gingivalis. Uzyskane wyniki potwierdzajg niezbedno$¢ tego biatka do przezycia
bakterii oraz istotny wplyw na wirulencje bakterii. Ze wzgledu na udziat w modyfikacji
istotnych czynnikow wirulencji bakterii P. gingivalis (przedstawiona w rozprawie doktorskiej
m.in. identyfikacja modyfikowanych przez badany enzym substratow, w tym istotnego dla
sekrecji systemu T9SS, a takze szczegdtowo badanych gingipain), badane biatko i jego
substraty moga by¢ celem kolejnych doswiadczen. Z pewnoscig potrzebne beda dalsze badania,
ale uzyskane wyniki stwarzajg mozliwos¢ ich potencjalnego wykorzystania do opracowania
nowych metod leczenia, a w przysztosci poprawy jakosci zycia pacjentdw z chorobami
przyzebia.

5. Pytania i/lub uwagi krytyczne, na ktore Recenzent oczekuje odpowiedzi kandydata w
czasie obrony: >
Pomimo wiasciwego przedstawienia uzyskanych wynikow, ich wysokiej wartosci naukowej
oraz szerokiej dyskusji, prositabym o dodatkowe, krotkie ustosunkowanie sie Doktorantki do



kilku pytan nasuwajgcych sie po lekturze ocenianej pracy doktorskiej, gtéwnie w celu

wyjasnienia i poszerzenia Kilku kwestii.

1. Na str. 142 Doktorantka pisze: ,, W tym kontekscie ciekawg obserwacjg byto wykrywanie
biatka QC w wszystkich pozywkach pochodzacych z hodowli szczepéw z nadekspresjg
PgQC (QCWTp, QCWTm, QCP i QCm; rycina 17). Moze by¢ to spowodowane wyciekiem
nadmiarowej ilosci QC do pozywki hodowlanej, co ma na celu zmniejszenie obtadowania
komérki nadmiarowa liczbg czasteczek biatka.” Co Doktorantka rozumie przez pojecie
,wycieku” ?

2. Inaktywacja gendéw PG 2158 PG 2159, w pordwnaniu ze szczepem dzikim, oprdcz rdznic
w aktywnosci gingipain, nie wykazata istotnych zmian w badanym fenotypie w warunkach
laboratoryjnego wzrostu in vitro. Czy przeprowadzono badania w warunkach bardziej
zblizonych do warunkow in vivo ? Jesli nie, to jakie doswiadczenia moze Doktorantka
zaproponowac.

3. Zasadniczo biatka kodowane w jednym operonie biorg udziat w szlaku
metabolicznym/procesie. Jak wyttumaczy¢ obecnos¢ gendéw kodujacych PgQC, PG_2158 i
PG2159 w jednym operonie i brak zaangazowania biatek PG_2158 i PG2159 w proces
cyklizacji przez PgQC ? Prositabym o poszerzenie dyskusji, dlaczego brak biatek PG_2158
i PG_2159 ma wptyw na ekspresje/aktywnos$¢ gingipain ?

4. Analizujagc potencjalne wystepowanie PgQC w kompleksie z innymi biatkami z
wykorzystaniem metody przedstawionej w rozprawie doktorskiej, Doktorantka wyklucza
taka mozliwos$¢. Czy mozna wykorzystac inne podejscie badawcze, aby to potwierdzi¢ ?

6. Inne spostrzezenia dotyczgce tresci lub formy rozprawy:

Pod wzgledem merytorycznym praca doktorska jest napisana bardzo dobrze. Pomimo
zamieszczenia w niej ogromnej ilosci danych, jest ona przejrzysta, zrozumiata i czyta sie jg z
ciekawoscig. Bardzo dobrze opracowane sg rysunki i tabele oraz tabela w zatgczniku (jest to
Tabela S2; czy powinna by¢ tez Tabela SI ?). Kazdy rozdziat zakonczony jest
podsumowaniem, co utatwia zrozumienie tak wielu wynikow.

W pracy pojawiajg sie nieliczne niedoskonatosci, ktére nie wptywajg na wysoki poziom
merytoryczny rozprawy doktorskiej, a czes¢ z nich wskazuje tylko z obowigzku recenzenta i
nie wymagam odniesienia si¢ do nich. Jest to m.in. zamienne stosowanie ,,parodontoza” i
»paradontoza”, ,,technika Western blotting” i ,,technika western biot”.

Czes¢ rysunkow nie jest zamieszczona we whasciwym miejscu w odniesieniu do opisu (str.
18,99, 101).

Na str. 132 jest,,.. .szczep PG_0449Q2N hls z substytucjg GIn22Asp. — a powinno by¢ ,,.. .z
substytucjg GIn22Asn...”

Na str. 141 Doktorantka pisze: ,Natomiast, PG_2159 (HemG) jest oksydazg
protoporfirynogenu, ktérej funkcja jest zwigzana z pobieraniem hemu z otoczenia (Olczak i in.,
2005).” Wydaje sie, ze HemG, jako nieliczne biatko ze szlaku biosyntezy hemu u P. gingivalis,
moze raczej bra¢ udziat w modyfikacji dostepnych w komadrce porfiryn. O tym, Ze nie jest to
biatko kluczowe w pozyskiwaniu hemu $wiadczg wyniki uzyskane przez Doktorantke.

Na str. 145 jest: ,,...do bezposredniej modyfikacji N-koncowych reszt Asn biatek...”, a
powinno chyba by¢ ,,.. .Gin..

Nastr. 148 jest: ,,.. .zaplanowano eksperyment majgcy na celu zmiane umiejscowienia PgQC
z btony wewnetrznej na btone peryplazmatyczng.” , a powinno by¢ ,,do peryplazmy.”

Do oceny poziomu transkryptu raczej stosuje sie skrét RT-gPCR, a nie gPCR (str. 153).

7. Ocena koncowa: 1
Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny
LesSniak spetnia warunki okreslone w art/187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o



szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie Pani
mgr Katarzyny Le$niak do dalszych etapéw postepowania ws. nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

T AK/NH(

Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyro6znienie rozprawy doktorskie;j.
TAK/NHE(

Uzasadnienie wniosku (w przypadku zaznaczenia odpowiedzi TAK):

Uzasadnieniem wniosku o wyrdznieniu rozprawy doktorskiej jest szeroki zakres
prowadzonych badan, znacznie przekraczajacy zawarto$¢ typowych rozpraw doktorskich,
uzyskanie nowych, istotnych wynikéw, w duzej czesci opublikowanych w renomowanym
czasopiSmie (mBio). Dodatkowo, bardzo aktywne zaangazowanie Doktorantki w prace
badawczg, potwierdzone przez pozostaty dorobek naukowy, niezwigzany $cisle z tematyka
rozprawy doktorskiej, opublikowany w bardzo dobrych czasopismach (PNAS, Mol Oral
Microbiol), oceniam réwniez wysoko.

20.01.2025 .
data sporzadzenia recenzji

(*) niepotrzebne - skreslic.



