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Tytut rozprawy: Istotnos¢ wybranych elementéw pozacytoplzmatycznego systemu
kontroli jakosci biatek (DsbA, DegP, DegS i FkpA) dla wirulencji i przetrwania
warunkow stresowych patogenu ziemniaka, bakterii Dickeya solani

(Importance of the selected elements of the extracytoplasmic protein quality control system (DsbA,
DegP, DegS, FkpA) for virulence and survival under stress conditions of the potato pathogen, Dickeya
solani)

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Tomasza Przepiory
zostata wykonana w Katedrze Biochemii Ogdlnej i Medycznej, Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego (UG) pod kierunkiem promotora, Pani prof. dr hab. Joanny Skérko-
Glonek oraz opiekg naukowg promotora pomocniczego, dr inz. Donaty Figaj.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr. inz. Tomasza Przepiory jest kontynuacjg i
rozwinieciem badan prowadzonych z duzym powodzeniem od wielu lat przez pracownikow
Wydziatu Biologii UG, w tym zespot prof. Joanny Skoérko-Glonek, ktore dotycza
molekularnych mechanizmoéw interakcji fitopatogennych bakterii z rodzaju Dickeya z ich
roslinnymi gospodarzami. Bakterie te wywotujg choroby, zwane ,czarng nézka” i ,mokrg
zgnilizng” na ziemniakach i innych roslinach uprawnych, co skutkuje duzymi stratami
ekonomicznymi w rolnictwie. Z tych powodéw podjety temat badawczy jest bardzo wazny i
stale aktualny, zaréwno ze wzgledow poznawczych, jak tez dla efektywnej produkciji
zywnosci.

Mgr Tomasz Przepiora, w trakcie prowadzenia swoich badan miat mozliwos¢
skorzystania z bogatego warsztatu metodycznegori duzego doswiadczenia naukowego

zespotu Pani Promotor, dzieki czemu uzyskat wiele interesujgcych i waznych wynikéw.



Przyczynito sie to do uzyskania rozprawy doktorskiej na wysokim poziomie naukowym i o

duzych walorach poznawczych, jak tez aplikacyjnych.

Ocena formalna rozprawy

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim i ma uktad typowy dla tego
rodzaju prac naukowych. Praca jest bardzo obszernym opracowaniem, ktéry zawiera tacznie
273 strony. Co zastuguje na podkreslenie i docenienie, rozprawa zostata przygotowana
bardzo starannie i szczegotowo, zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak réwniez
graficznym i edytorskim. Rozprawa zawiera wszystkie wymagane cze$ci: streszczenie (w
jezyku polskim i angielskim), wykaz skrotéw, wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusje, posumowanie i literature. W pracy zamieszczono liczne ryciny i tabele (tgcznie 51
rycin i 14 tabel). Rozdziat Wstep jest bardzo obszerny (67 stron) i zawiera szczegétowy opis
poszczegolnych zagadnien zwigzanych z tematem pracy. Cel pracy zostat sformutowany
jasno i precyzyjnie, a w rozdziale Materiaty i Metody zostaty bardzo szczegétowo opisane
materialy biologiczne, aparatura i metody wykorzystane w badaniach (42 strony). W tym
miejscu chciatabym podkresli¢ bogaty warsztat metodyczny Doktoranta, ktéry obejmuje
szeroki repertuar technik badawczych z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej oraz
spektrometrii mas. Rownie obszerny jest rozdziat Wyniki (75 stron), ktéry zawiera
szczegotowo opisane rezultaty badan uzyskanych przez mgr. T. Przepiére. Jak zostato
wskazane na koncu rozprawy, wyniki uzyskane przez Doktoranta zostaty opublikowane w
dwoch pracach eksperymentalnych, o sumarycznym wspoétczynniku oddziatywania IF 8,154
(Pkt meisw: 240):

1. Przepiéra, T., Figaj, D., Radzinska, M. et al. Effects of stressful physico-chemical factors on the fitness of the
plant pathogenic bacterium Dickeya solani. Eur. J. Plant Pathol. 156, 519-535 (2020);
https://doi.org/10.1007/s10658-019-01902-z (IF2020: 2,022, Pkt.100)

2. Przepiora, T., Figaj, D., Bogucka, A., Fikowicz-Krosko, J., Czajkowski, R., Hugouvieux-Cotte-Pattat, N.,

Skorko-Glonek, J. The periplasmic oxidoreductase DsbA is required for virulence of the phytopathogen
Dickeya solani. Int. J. Mol. Sci. 23(2):697 (2022); doi: 10.3390/ijms23020697 (IF20z0: 6,132, Pkt.140)

Mgr T. Przepiora jest pierwszym autorem w tych pracach, co potwierdza istotng role
Doktoranta w uzyskaniu wynikbw w nich opublikowanych. Szczegdlnie jedna z tych prac
posiada wysoki wspotczynnik oddziatywania i wysoka punktacje MEiSW, co wskazuje na jej
znaczacg warto$¢ naukowa. Dodatkowo, co warte podkreslenia, badania te zostaty

sfinansowane ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki (projekt OPUS-7UMO-
2014/13/B/NZ9/02021), ktorego promotor prof. J. Skorko-Glonek bytfa kierownikiem. Rozdziat
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Dyskusja (17 stron) zawiera komentarze uzyskanych przez Doktoranta wynikéow w
kontekscie aktualnych danych literaturowych. Rozprawa zawiera tez bardzo bogaty spis
cytowanej literatury, obejmujgcej az 460 prac, co nalezy uzna¢ za imponujacy wynik. Szkoda
tylko, ze prace te nie zostaty ponumerowane w rozdziale Literatura, co znacznie utatwitoby

recenzentowi analize tych danych.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska stanowi bardzo obszerne opracowanie naukowe,
szczegotowo opisujace, zaréwno teoretyczng czesé pracy, jak réwniez stosowang metodyke
i wyniki uzyskane w ramach realizacji powierzonego zadania badawczego. Opisane wyniki
zostaty opublikowane w dwoch prestizowych czasopismach z zakresu mikrobiologii i biologii

molekularnej.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr. T. Przepiéry zawiera bardzo obszerny Wstep, w ktdérym
Autor opisat szczegétowo zagadnienia zwigzane z tematem pracy, tj. choroby wywotywane
przez bakterie Dickeya, ich cykl zyciowy oraz czynniki wirulencji, systemy transportu, jak tez
adaptacje do $rodowiskowych czynnikéow stresowych. Opisane zostalty aktualne dane
dotyczgce taksonomii tej grupy bakterii pektynolitycznych, ich czynniki wirulencji (tj. enzymy
pektynolityczne, celulazy, proteazy, siderofory, chemotaksje i ruchliwos$¢). W dalszej czesci
tego rozdzialu podano szczegétowe informacje na temat systeméw sekrecji, biatek
uczestniczacych w regulacji wirulencji oraz przystosowania tych bakterii do réznych
czynnikow stresowych, takich jak: susza, stres termiczny, stres oksydacyjny i stres
osmotyczny. Ostatnia cze$¢ rozdziatu Wstep zostata poswiecona charakterystyce biatek,
bedacych elementami peryplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek (SKJB). Zostaty
opisane szczegotowo oksydoreduktazy disiarczkowe Dsb, proteazy DegP i DegS, izomerazy
cis-trans peptydyloprolinowe i biatko opiekuricze Skp. Opis kolejnych zagadnien we Wstepie
prowadzi w jasny i konsekwentny sposob do sformutowania celu badan.

Celem rozprawy byto ustalenie roli wybranych elementéw systemu SKJB w adaptacji
bakterii D. solani do réznych czynnikéw stresowych oraz w interakcji z gospodarzem
roslinnym. Dotychczasowe dane literaturowe wskazywaty na brak informacji o biatkach
systemu SKJB u bakterii D. solani. Stad podjecie tego celu badawczego przez Pana mgr. T.
Przepidre byto w petni uzasadnione. Cel ten zostat w petni zrealizowany poprzez wykonanie
pieciu zadan czgstkowych, obejmujgcych kolejno: konstrukcje szczepdéw pozbawionych
funkcjonalnych genéw kodujgcych wybrane biatka systemu SKJB, okreslenie wrazliwosci

otrzymanych mutantéw na wybrane czynniki stresowe (ij. podwyzszong temperature,
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wysokie stezenie osmolitdéw jonowych i niejonowych, obecnosé H>O- i niskie pH), okreslenie
wplywu mutacji na infekcyjno$¢ D. solani i wytwarzanie czynnikéw wirulencji oraz
identyfikacje biatek i proceséw komorkowych zaleznych od SKJB. Do badan wybrano cztery
elementy tego systemu, tj. proteazy serynowe DegP i DegS, oksydoreduktaze disiarczkowg
DsbA oraz izomeraze peptydyloprolinowg FkpA.

We wstepnej czesci badan okreslono zdolnosci adaptacyjne szczepu dzikiego D.
solani 1PO2222 do réznych stresow abiotycznych. W badaniach wykorzystano trzy metody
pozwalajgce na ustalenie tempa wzrostu bakterii za pomoca gestosci optycznej hodowli
ptynnych, okreslenie zywotnosci komoérek za pomocg liczby jednostek tworzacych kolonie
(CFU) na podtozu statym i analize integralnosci bton komoérkowych z uzyciem barwnikéw
fluorescencyjnych (jodek propidyny (IP) dla martwych i SYTO9 dla zywych komorek; tzw. test
zywe/martwe komérki). Ustalono, ze faza logarytmiczna dla szczepu kontrolnego IPO2222
wystepuje po 4,5, a wczesna faza stacjonarna po 16 godzinach prowadzenia hodowli.
Zbadano przystosowanie D. solani do stresu termicznego. Nie wykazano wptywu
podwyzszonej temperatury (37°C) na wzrost D. solani w poréwnaniu do temperatury
optymalnej (30°C) (a nawet zaobserwowano zwiekszenie wzrostu), niezaleznie od
dostepnosci tlenu. Natomiast temperatura 40°C spowodowata zahamowanie wzrostu we
wszystkich testowanych wariantach. Bakterie nie tworzyly tez kolonii na podtozu statym w
40°C w warunkach mikrotlenowych (6%).

Kolejnym badanym czynnikiem byt stres osmotyczny (solny). Stosujgc parametr CFU,
nie zaobserwowano negatywnego wptywu 0,8 M NaCl na liczbe bakterii w hodowli, natomiast
stosujgc barwniki fluorescencyjne zaobserwowano istotny wptyw tego stezenia soli juz po 1
godzinie traktowania komérek hodowanych w temp. 37°C, zaréwno w fazie logarytmicznej,
jak i stacjonarnej. Réwniez na statym podtozu szczep ten wykazat duzg wrazliwos¢ na NaCl,
gdyz tworzyt CFU tylko na podiozu zawierajgcym maksymalnie 0,3 M NaCl. Stad, nasuwa
sie pytanie jak wytlumaczy¢ roéznice we wrazliwosci tego szczepu zaobserwowane przy
zastosowaniu odmiennych technik badawczych?

Ponadto, zbadano znaczenie stresu osmotycznego niejonowego (0,3 M sacharozy),
stresu kwasowego (pH 5) i stresu oksydacyjnego (H202). Nie wykazano negatywnego
wplywu zastosowanego stezenia sacharozy oraz pH na wzrost i przezywalno$¢ szczepu
dzikiego. Natomiast zaobserwowano wysokg wrazliwos¢ tego szczepu na H202 (1 mM w
hodowlach ptynnych). Okreslenie profilu wrazliwosci szczepu dzikiego D. solani IPO2222 na
wymienione czynniki stresowe pozwolito na scharakteryzowanie i poréwnanie zdolnosci

adaptacyjnych szczepéw zawierajgcych mutacje w genach kodujacych biatka systemu SKJB.
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Dla zrealizowania tego zadania mgr T. Przepiéra przeprowadzit ztozone i czasochtonne serie
klonowan z zastosowaniem réznorodnych technik molekularnych dla uzyskania szczepow
pochodnych D. solani IPO2222 z mutacjami w genach dsbA, degP, degS i fkpA. Nastgpnie
wykonat bardzo duzg liczbe oznaczen i pomiaréw z wykorzystaniem wielu prébek i
stosowanych wariantéw. Nalezy doceni¢ ogrom pracy wiozony przez Doktoranta dla
uzyskania wynikow z tej czesci badan. Na podstawie tych analiz mgr T. Przepiéra wykazat,
ze inaktywacja genéw degP, degS i fkpA nie spowodowata istotnych zmian wrazliwosci tych
szczepow na wiekszo$¢ testowanych warunkéw stresowych w poréwnaniu do szczepu
dzikiego 1P0O2222 (z wyjatkiem stresu solnego i termicznego w przypadku mutanta dsbA
oraz zwiekszonej wrazliwosci na H,O» w fazie log. wzrostu mutanta degP).

W kolejnych etapach badan mgr T. Przepiora sprawdzit wptyw mutacji w badanych
genach na skuteczno$¢ wywotywania infekcji roslin. Badania prowadzono na naturalnym
gospodarzu - ziemniaku (Solanum tuberosum) (ro$liny i bulwy) i modelu liScia cykorii
(Cichorium intybus). Doktorant poczynit bardzo ciekawe obserwacje potwierdzajgc, ze brak
funkcjonalnych genéw dsbA i degS obnizat wirulencje D. solani we wszystkich
zastosowanych modelach infekcyjnych. Natomiast efekty mutacji w genach degP i fkpA nie
odbiegaty istotnie od efektéw zaobserwowanych dla szczepu kontrolnego. Realizacja
zadania dotyczacego wyznacznikéw wirulencji szczepu dzikiego 1PO2222 i mutantéw dsbA,
degP, degS oraz fkpA dostarczyta kolejnych ciekawych obserwacji, ze wiekszos¢ mutantow
nie wykazywata réznic w produkcji enzyméw degradujgcych $ciane komorek roslinnych, jak
tez ruchliwosci komorek. Jedynie szczep z mutacja w genie dsbA charakteryzowat sie
obnizong aktywnoscig pektynolityczng i celulolityczna, zmniejszong syntezg sideroforéw i
ruchliwoscig obu typéw (tj. ptywania i pelzania). Wyniki badan uzyskane przez Doktoranta
sugerujg, ze wytypowane do analizy geny (z wyjatkiem dsbA) nie stanowig istotnych
elementow systemu kontroli jakosci biatek u D. solani i/lub geny te majg swoje funkcjonalne
paralogi i/lub dziatanie tych biatek moze by¢ synergiczne. Jakie mogg by¢ wyjasnienia lub
inne przyczyny takich obserwacji? Czy znane sg dane literaturowe na temat funkcji biatek
Deg, Fkp i Dsb u innych pokrewnych gatunkéw bakterii?

Z wymienionych powyzej powodéw, mgr. T. Przepiéra skupit si¢ w dalszych etapach
swoich badan nad ustaleniem globalnych zmian w poziomach réznych biatek komérkowych
spowodowanych mutacjg w genie dsbA. Wyniki uzyskane w ramach realizacji tej czesci
badan uwazam za szczegélnie wartosciowe i interesujace, czego dodatkowym
potwierdzeniem byto opublikowanie ich w wysoko punktowanym czasopismie Int. J Mol. Sci.
w 2022 r.



Mgr T. Przepiora uzyskat bardzo ciekawe i wazne wyniki dotyczace profili biatkowych
szczepu dzikiego D. solani i szczepu zawierajgcego mutacje w genie dsbA. Na podstawie
analiz poréwnawczych proteoméw catych komoérek oraz sekretoméw tych szczepow z
wykorzystaniem techniki SWATH-MS (chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig
mas w trybie akwizycji zaleznej od danych) wykazano znaczace roznice ilosciowe dla 45
biatek sposréd 607 biatek zidentyfikowanych w proteomie D. solani (przy ustalonym
kryterium odciecia p<0,05 i krotnosci zmian <0,5 a >2,0). Co ciekawe, wéréd nich znalazty
sie biatka (Tab. 12) zwigzane z procesami chemotaksji i ruchliwosci (m.in. CheA, CheV,
CheW, FIiC), adhezji (OmpW i OmpX), odpowiedzi na stres (GroES, RecA, GshB),
metabolizmu podstawowego, syntezy biatek (LeuA, HisD, TrpS) i biogenezy oston
komérkowych (MurC, BamA). Sposréd biatek SKJB, wykazano zwiekszong trzykrotnie ilos¢é
biatka DegP w proteomie mutanta dsbA w poréwnaniu do proteomu szczepu dzikiego.
Wykazane zmiany ilosciowe biatek w proteomach korelowaty z wczesniej opisanymi
réznicami we wiasnosciach fenotypowych tych szczepoéw (m.in. obnizong ruchliwoscig
mutanta dsbA). Nastepnie badania te poszerzono o aspekt odpowiedzi tych bakterii na stres
oksydacyjny (H202). Uzyskano kolejne istotne wyniki. Mianowicie, wykazano, ze H:0:
spowodowat zwiekszenie ilosci az 51 biatek, natomiast obnizenie ilosci 13 biatek w szczepie
dzikim. Wsréd biatek o podwyzszonym poziomie, najwiekszg grupe stanowity biatka
zaangazowane bezposrednio w reakcje obronng przed ROS i uogoélniong reakcje na stres
(m.in. katalaza KatG i dysmutaza ponadtlenkowa). Uwazam za bardzo interesujgce wyniki
uzyskane dla mutanta dsbA, ktére potwierdzity znacznie stabszg odpowiedz tego szczepu na
stres oksydacyjny. Roéznice ilosciowe wykazano jedynie dla 15 biatek (ws$réd nich
zidentyfikowano KatG, dysmutaze ponadtlenkowsg i biatko Dps).

W dalszym etapie badan poddano szczegoétowej analizie poréwnawczej sekretom obu
szczepéw. Byto to w petni uzasadnione ze wzgledu na fakt, iz postulowana funkcja
biologiczna DsbA to oksydaza disiarczkowa, uczestniczagca w tworzeniu stabilnej struktury
zewnatrzkomorkowych biatek. W mojej ocenie, wyniki tej czesci badan, cho¢ zaskakujgce, sg
bardzo ciekawe. Wykazano bowiem, ze (1) sekretom D. solani IPO2222 zawiera az 573
biatek i (2) sekretom mutanta dsbA rézni sie poziomem az 183 biatek od sekretomu szczepu
dzikiego. Szczegoétowa analiza poréwnawcza tych proteoméw pokazata drastyczne
obnizenie ilosci wielu enzymoéw istotnych dla wirulencji w szczepie z brakiem funkcjonalnego
biatka DsbA (m.in. 6 liaz PGA, liazy pektynowej, metyloesterazy pektynowej PemA,
glukuronosyloksylanazy XynC, proteazy PrtA, biatek zwigzanych z ruchliwoscig i
chemotaksjg — CheW i CheY, biatek FigB, C, D, E, F, K, L, M i biatek FIiC, D, E, K). Ponadto,
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wykryto obecnos$¢ niektérych biatek wewnatrzkomoérkowych w sekretomie mutanta dsbA, co
wskazywato na zaburzenia integralnosci bton komérkowych tego szczepu. Obserwacje te
zostaty potwierdzone dodatkowo w testach wrazliwosci na SDS i jodek propidyny. Wyniki
otrzymane przez mgr. T. Przepiére potwierdzity, ze biatko DsbA jest niezbedne do
prawidtowego funkcjonowania bftony zewnetrznej bakterii D. solani. W tym miejscu,
chciatabym zapyta¢ jakie mogg by¢ mozliwosci biotechnologicznego wykorzystania
informaciji uzyskanych w ramach tej rozprawy w rolnictwie i/lub przemysle spozywczym?
Podsumowujac, chciatabym pokresli¢ szeroki zakres prac przeprowadzonych przez
mgr. Tomasza Przepidre, ztozono$¢ i czasochtonnos¢ wielu eksperymentéw i analiz. Dzieki
duzemu zaangazowaniu, sumiennos$ci, wytrwatosci i pracowitosci Doktorant zgromadzit

bardzo duzg ilo$¢ warto$ciowych wynikdéw oraz poczynit wiele ciekawych obserwaciji.

Sposrod nich, za najwazniejsze osiagniecia tej rozprawy uwazam:

1) otrzymanie szczepéw pochodnych D. solani IPO2222 zawierajacych mutacje w
genach dsbA, degP, degS i fkpA oraz szczepu z komplementacja mutacji dsbA

2) poréwnanie profili wrazliwosci szczepu dzikiego [P02222 i szczepow
zawierajacych zinaktywowane geny dsbA, degP, degS i fkpA na rozne stresy
abiotyczne

3) ustalenie wptywu mutacji w dsbA, degP, degS i fkpA na tworzenie czynnikow
wirulencji oraz efektywnos¢ infekcji roslin

4) scharakteryzowanie proteomu i sekretomu szczepu dzikiego D.solani IPO2222 i
mutanta dsbA w warunkach standardowej hodowli i w odpowiedzi na stres
oksydacyjny

5) potwierdzenie istotnosci biatka DsbA w wirulencji D. solani, adaptacji do
streséw srodowiskowych i prawidiowego funkcjonowania btony zewnetrznej tej
bakterii.

Whniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana
mgr. inz. Tomasza Przepiéry stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
potwierdza Jego ogdlng wiedze i umiejetno$¢ prowadzenia badan naukowych. Wyniki
uzyskane w ramach tej rozprawy doktorskiej przyczynity sie do istotnego pogtebienia wiedzy
na temat zdolno$ci adaptacyjnych Dickeya solani do streséw srodowiskowych oraz roli

systemu SKJB w funkcjonowaniu tej bakterii w warunkach ex planta oraz w interakcji z
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gospodarzem roslinnym. W mojej ocenie, rozprawa ta spetnia warunki stawiane rozprawom
doktorskim, okreslone w Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o
Stopniach i Tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz.
595, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady Dyscypliny
Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego z wnioskiem o przyjecie rozprawy i

dopuszczenie Pana mgr. Tomasza Przepiore do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Wyrdéznienie rozprawy doktorskiej

Jednoczes$nie, biorgc pod uwage szeroki zakres prowadzonych badan, warto$¢
naukowg uzyskanych wynikéw oraz opublikowanie ich w dwoéch pracach, w tym w wysoko
punktowanym czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences (IF2020 6,132,
Pkt.140), w ktorych mgr Tomasz Przepiora jest pierwszym autorem, wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o wyrdznienie rozprawy stosowng
nagroda.
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W uzasadnieniu, wyniki uzyskane przez mgr. T. Przepiére dotyczace charakterystyki
proteomoéw i sekretoméw szczepu dzikiego 1PO2222 i szczepu ze zinaktywowanym genem
dsbA, hodowanych w warunkach standardowych i w odpowiedzi na stres oksydacyjny, jak
tez potwierdzenie istotnosci biatka DsbA w wirulencji D. solani i adaptacji tej bakterii do
stresow $rodowiskowych, uwazam za bardzo cenne i 0 duzym znaczeniu poznawczym, ktére
istotnie przyczynity sie do lepszego zrozumienia funkcjonowania tej grupy bakterii
fitopatogennych.
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