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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Bierwagen

Przedmiotem recenzji jest praca doktorska Pani mgr inz. Pauliny Bierwagen zatytulowana
»Strukturalne i funkcjonalne badania bialek kluczowych dla oddzialywan pomiedzy kleszczem,
ssakiem i patogenem na przykladzie bialka OspC z kretka Borrelia”. Praca ta zostata wykonana w
Pracowni Inzynierii Biatek w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN pod kierunkiem dr hab. Anny
Urbanowicz.

Tematyka badawcza przedstawionej pracy doktorskiej dotyczy zagadnienia, ktére jest
interesujace nie tylko z naukowego punktu widzenia, lecz réwniez z uwagi na lepsze poznanie
mechanizmOw patogenezy boreliozy i potencjalnie opracowanie skuteczniejszych sposobéw walki z
chorobami odkleszczowymi. Za ich wystepowanie odpowiedzialne sa gtownie bakterie z rodzaju
Borrelia, w tym kretki Borrelia burgdorferi, powodujace wielouktadowg chorobe zapalng — borelioze
(choroba z Lyme). Z uwagi na zwiekszajaca si¢ liczbe zachorowan na borelioze na terenach
endemicznych, zagadnienie, ktérego dotyczy niniejsza rozprawa, ma szczeg6lne znaczenie. Poniewaz
choroba ta jest wywotywana przez rézne gatunki kretkow z rodzaju Borrelia, utrudniona jest zaréwno
jej diagnostyka, jak i p6zniejsza terapia, dlatego istotnym jest lepsze poznanie elementéw strukturalnych
patogenu, ktore moglyby staé si¢ celem terapeutycznym, np. biatek powierzchniowych. Ich ekspozycja
umozliwia rozpoznanie przez komorki uktadu odporno$ciowego zywiciela, ale takze stanowi dogodny
cel, miedzy innymi dla zwigzkow matoczasteczkowych, ktorych zwigzanie mogloby wptyna¢ na
zredukowanie patogennosci bakterii. Obiektem zainteresowania Doktorantki jest lipoproteina OspC -
biatko powierzchniowe, kluczowe m.in. we wczesnych etapach infekcji, gdy kretki z rodzaju Borrelia
rozprzestrzeniaja si¢ w krwiobiegu zywiciela.

Doktorantka przedstawila swoja rozprawe doktorska w formie klasycznej. 190 stron tekstu
zawiera czg$C literaturowa, cel pracy, wykaz stosowanych materiatow i metod, wyniki badan wtasnych
oraz dyskusje. Wstep oraz dyskusja wynikow oparte sa na 172 pozycjach literaturowych. Prace

wzbogaca 35 rysunkéw oraz 34 tabele, a dodatkowo na koncu opracowania Autorka zamieScita
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podsumowanie, streszczenie pracy w j. polskim i angielskim, wykaz cytowanych publikacji, a takze Spis
rycin i tabel.

Wstep, od ktorego rozpoczyna si¢ praca zostal przedstawiony bardzo klarownie i starannie z
uwzglednieniem najwazniejszych zagadnien niezb¢dnych do zapoznania czytelnika z podjeta tematyka
badawcza. Doktorantka opisuje stan wiedzy dotyczacy boreliozy, przedstawia zagadnienia zwigzane z
wektorem patogenu, jak rowniez z biatkami powierzchniowymi OspC, wprowadzajac tym samym
czytelnika do kolejnych czesci rozprawy doktorskiej jakim sa badania wlasne.

Po tym wprowadzeniu mgr Bierwagen sformutowata cel swojej pracy, ktory okreslita jako
poszerzenie wiedzy na temat biatlek OspC pochodzacych z réznych gatunkow kretkow Borrelia oraz
ustalenia ich roli w oddziatywaniach z czynnikami wektora oraz zywiciela. Aby zrealizowa¢ zamierzony
cel Doktorantka sformutowata zadania szczegdétowe, w ktorych zaplanowata uzyskanie
rekombinowanych biatek OspC, produkcj¢ ligandow OspC (homologi biatka Salpl5 z 1. scapularis)
oraz wykonanie badan majgcych okreslic oddzialywania biatko-ligand z uwzglgdnianiem badan
strukturalnych.

Cze$¢ pracy opisujgca stosowane materialy 1 metody zostata opracowana bardzo doktadnie,
umozliwiajac oceng jako$ci badan i ewentualne ich powtdrzenie. Dobor stosowanych metod do
zatozonego celu jest wlasciwy. Doktorantka opisuje w szczegdtowy sposdb otrzymanie konstruktow
ekspresyjnych badanych biatek, produkcje i procedure oczyszczania makromolekut, a takze opisuje
techniki wykorzystane do zbadania odzialywan pomi¢dzy biatkami OspC a wybranymi ligandami. W
wiekszosci opisy te nie budza moich zastrzezen, jednakze Doktorantka nie ustrzegta si¢ kilku drobnych
btedow, ktore zaktadam sa natury edytorskiej. Przyktadowo:

Strona 48: objetosci sktadnikow buforu ekstrakcyjnego nie sumuja si¢ do 1000 ml.

Strona 48: bufor dializacyjny 2,5% M glicerol.

Strona 52: wydaje mi si¢, ze wkradta si¢ tu pewna niescisto$¢ dotyczaca stezenia antybiotykow:

”...dodawano odpowiedni antybiotyk do st¢zenia koncowego 100 pg/ml”, podczas gdy we

wczesniejszym tek$cie mowa jest o stezeniach 100 pg/ml dla ampicyliny i 50 pg/ml dla

kanamycyny.

Strona 53: podane wartos$ci objetosci uzytych do przygotowania 8 ml zelu zaggszczajacego sa

niewtasciwe.

Pomiar stgzenia preparatow DNA czy biatkowych dokonywany byt przez pomiar absorbancji

swiatla przy odpowiedniej dtugosci fali. Doktorantka uzywa zamiennie absorbancji i absorbcji,

co nie jest prawidtowe.

Cze$¢ pracy przedstawiajgca wyniki i dyskusje badan jest dos¢ obszerna. W moim odczuciu
cze$¢ rezultatow, jak np. wyniki sekwencjonowania plazmidéw czy sekwencje badanych biatek mozna
bylo zamiesci¢ w suplemencie. Doktorantka wykonala szereg eksperymentéw z zakresu biologii
molekularnej, strukturalnej oraz biofizyki. Rezultaty tych doswiadczen moim zdaniem moglyby zosta¢

przedstawione z wigksza dbaloscia.



Wyniki badan opisujace interakcje biatka OspC z ludzkim fibrynogenem zostaty opublikowane w 2019

r. w FEBS Journal. Doktorantka jest autorem wiodacym tego artykutu. Warto zaznaczy¢, ze praca ta

zostata uhonorowana nagroda prof. Kazimierza Bassalika przyznawang za najlepsze prace

mikrobiologiczne wykonane w polskich laboratoriach przez Komitet Biologii Molekularnej PAN.

Druga cze$¢ wynikow zaprezentowana w dysertacji dotyczaca oddziatywan biatek OspC z ligandami

produkowanymi przez gruczoty §linowe kleszcza Ixodes ricinus — Iricl, Iric2, Iric3 rowniez zostata

opublikowana w 2020 r w Ticks Tick Borne Dis. Rowniez w tej publikacji mgr Bierwagen jest
pierwszym autorem.

Warto podkresli¢, ze Doktorantka podjeta proby otrzymania krysztatow kompleksow OspC-Iricl,

jednak napotkata na szereg problemow zwigzanych z krystalizacja, co dla mnie, jako krystalografa, jest

w pelni zrozumiate; proces krystalizacji niestety w duzej mierze jest nieprzewidywalny.

Czytajac te czes$¢ pracy nasune¢to mi si¢ kilka uwag i komentarzy, ktore przedstawiam ponize;j:
Wigkszo$¢ prezentowanych w pracy zeli, zarbwno agarozowych jak i poliakryloamidowych,
nie ma opisanych standardow mas czasteczkowych.

Rezultaty badan wykonane metoda termoforezy mikroskalowej (MST) przedstawione na
rysunkach 4.27, 4.29, 4.30 i 4.31 nie majg zmienionych na j. polski opisow wykresow. Ponadto
nie ma jednostek okreslajacych stgzenie ligandu na rysunku 4.29 oraz 4.30.

W opisie rezultatdbw uzyskanych przy wykorzystaniu metody niskokgtowego rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego (SAXS), Doktorantka zaznacza, iz byty wykonane pomiary
dla samego biatka OspC oraz fibrynogenu. Wyniki te nie sg jednak zawarte w pracy. Prosz¢ by
zostaly one przedstawione i omoOwione podczas prezentacji. Ponadto Autorka uzywa nazwy
metody SAXS jako matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego, podczas gdy
prawidlowym okresleniem jest rozpraszanie niskokatowe.

Czy w przypadku kompleksu OspC-fibrynogen Doktorantka brata pod uwage wykonanie badan
strukturalnych z zastosowaniem mikroskopii krioelektronowej? Kompleks ten wydaje si¢
idealnym kandydatem do tego typu badan, a w przypadku ich powodzenia, charakter
oddzialywan pomiedzy biatkami moglby zosta¢ opisany bardziej szczegétowo.
Niezrozumiatym dla mnie jest, dlaczego Doktorantka mimo uzyskania krysztatow
rozpraszajacych promieniowanie X i pdzniej struktur biatek OspC nie opisata ich w swojej
pracy doktorskiej? Prosze o krotkie przedstawienie tej czesci rezultatow podczas prezentacji.
Doktorantka w dyskusji pisze o wysokim stopniu podobienstwa uzyskanych w ramach pracy
struktur krystalicznych (PDB ID: 7NEN i 7BML) oraz struktury krystalicznej biatka OspC
(PDB ID: 1GGQ). Jakie jest RMSD pomiedzy nimi?

Doktorantka w swojej pracy uzywa okreslenia struktura krystalograficzna zamiast struktura
krystaliczna.

Doceniam, ze Doktorantce udato si¢ opracowaé metode otrzymywania biatek Iric 1-3 w

systemie bakteryjnym, ale jak sama wspomina biatka eukariotyczne produkowane w bakteriach



nie sa3 modyfikowane potranslacyjnie, np. poprzez glikozylacje. Czy takie modyfikacje
obserwuje si¢ dla homologéw Salpl5 i czy moglyby one mie¢ znaczenie dla oddziatywan z
biatkami OspC? Czy Doktorantka rozwazata uzycie innego systemu ekspresyjnego do produkcji
tych biatek, np. w komorkach owadzich lub ludzkich?
Powyzsze uwagi i komentarze nie powinny przestoni¢ najwazniejszych osiggnie¢ mgr inz. Pauliny
Bierwagen, ktore niewatpliwie zawieraja elementy nowos$ci naukowej. A mianowicie:
1. Opracowanie wydajnych metod ekspres;ji biatek OspC
2. Wykazanie wysokiego powinowactwa biatek OspC do homologéw biatka Salp15, Iricl, Iric2,
Iric3, o czym $wiadcza wyznaczone state dysocjacji metoda MST na poziomie nanomolarnym.
3. Potwierdzenie wigzania ludzkiego fibrynogenu przez biatka OspC z r6znych gatunkow Borrelia
w badaniach in vitro.
4. Okreslenie sktadu kompleksu OspC-fibrynogen, w ktérym dimer lipoproteiny wigze dwa

dimery fibrynogenu oraz zaproponowanie modelu struktury powyzszego kompleksu.

Podsumowujgc: uzyskane wyniki oceniam pozytywnie, podkreslajac, ze badania Doktorantki,
majace na celu zrozumienie struktury i funkcji lipoproteiny OspC, maja zasadnicze znaczenie dla
postgpu badan nad borelioza 1 opracowania skutecznych s$rodkow terapeutycznych lub
zapobiegawczych. Wkiad wniesiony przez Doktorantke i zespot badawczy, w ktorym pracowata zostat
doceniony przez przyznanie prestizowej nagrody prof. K. Bassalika.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. 2003, nr 65 poz. 595, ze zm.) oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkow
przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tytulu profesora (Dz.U. 2018 poz. 261) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz. Pauliny Bierwagen do dalszych etapoéw

przewodu doktorskiego.
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