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Dr hab. Pawet Staczek, prof. nadzw. UL

Ocena rozprawy doktorskiej mgra Marcina Jana Szafrana pt. ,, Wysokoprocesywna
topoizomeraza I ze Streptomyces coelicolor — dynamika procesu relaksacji DNA

oraz rola biologiczna enzymu”.

Pan mgr Marcin Szafran wykonal swoja prace doktorska w Zakladzie Mikrobiologii
Molekularnej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem dr hab. Dagmary
Jakimowicz. W skiad rozprawy doktorskiej wchodza dwie prace eksperymentalne opublikowane w
wiodacych czasopismach z zakresu mikrobiologii i biologii molekularnej — Journal of Bacteriology (5-
letni IF — 3,586) i Nucleic Acids Research (IF — 8,055) oraz dwie prace przegladowe opublikowane w
krajowym czasopi$mie, indeksowanym na liscie JCR — Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
(IF - 0,55). Laczny sumaryczny wspolczynnik oddzialywania czasopism, w ktorych znalazly sie
zalaczone publikacje wynosi zatem 12,74. Zbi6r publikacji zostal poprzedzony krotkim, niespelna 2-
sttonnicowym streszczeniem, zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim. Do wydruku zostal réwniez
dolaczony pieciostronicowy autoreferat, stanowiacy dodatkowe, nieco bardziej rozbudowane
streszczenie projektu doktorskiego. Przedstawione os$wiadczenia wspolautoréw, wskazujace, ze
mgr Marcin Szafran bral udzial zaréwno w wykonywaniu kluczowych eksperymentéw, jak i
sporzadzaniu dokumentacji oraz przygotowywaniu i korekcie manuskryptu, a takze fakt, ze we
wszystkich czterech publikacjach byl On pierwszym autorem (w jednym z artykuléw przegladowych
dzieli pozycje pierwszego autora z druga osoba) upowazniaja mnie do stwierdzenia, ze wkiad Doktoranta
w powstanie tych prac byt dominujacy i moga one by¢ wlaczone w cykl publikacji stanowiacy rozprawe
doktorska.
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Nadrzednym celem realizowanego przez mgr. Marcina Szafrana projektu doktorskiego bylo
poznanie mechanizméw rzadzacych procesem segregacji chromosoméw podczas podzialéw komoérek
promieniowcoéw z gatunku Streplomyces coelicolor.  Projekt ten wpisuje si¢ w nurt dhugoletnich badan
biologii promieniowcéw (Actinobacteria) na poziomie molekularnym, realizowanych przez zespol
prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwisiskiej. W odroznieniu od wigkszosci bakterii, ktérych
chromosomalny DNA jest kowalencyjnie zamkniety, tworzac kolista czasteczke, promieniowce z rodzaju
Streptomyces posiadaja linowy chromosom. Ponadto, drobnoustroje te rosna w postaci grzybni, ktorej
strzepki charakteryzuja si¢ silnym zréznicowaniem morfologicznym i funkcjonalnym, miedzy innymi
czesé z nich, tworzacych tzw. grzybnie powietrzna, moze ulegaé przeksztalceniu w zarodniki. Zjawisku
temu towarzyszy kondensacja kilkudziesigciu chromosoméw, ktére sa nastepnie segregowane do nowo
powstajacych spor, wyznaczanych przez tworzace si¢ przegrody poprzeczne. Gléwnym biatkiem,
odpowiedzialnym za proces segregacji chromosoméw, jest ParB, ktére rozpoznaje i wiaze si¢ do
sekwencji parS, szczegélnie silnie reprezentowanych w regionie inicjacji replikacji 0riC, tworzac
kompleksy nukleoproteinowe, okreslane w literaturze jako segresomy. Punktem wyjScia projektu
mgr. Marcina Szafrana stalo si¢ zidentyfikowanie, przez dr hab. Dagmare Jakimowicz, biatka
o charakterze topoizomerazy I (oznaczonego pdiniej jako S¢TopA), ktére rozpoznawalo kompleksy
ParB-DNA(parS). Doktorant podjal si¢ proby scharakteryzowania wlasciwosci biologicznych
i fizykochemicznych tego enzymu, jego roli w procesie segregacji chromosoméw. Dzigki znakomitemu
warsztatowi doswiadczalnemu, wypracowanemu w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej Uniwersytetu
Wroclawskiego, a takze dzigki szerokim kontaktom naukowym i do§wiadczeniu, zaréwno Promotora jak
i Kierownika Zakladu, mgr Marcin Szafran mial do swojej dyspozycji niemal nieograniczone mozliwosci
badawcze i potrafit z nich w pelni skorzystaé. Na szczegélne podkreslenie zastuguje wachlatz
nowoczesnych technik molekularnych, jakimi ze znawstwém, sadzac po efektach, postugiwal si¢
Doktorant (m.in. techniki konstrukcji mutantéw i klonowania genéw przy uzyciu ukierunkowanych
proceséw rekombinacji, rézne odmiany PCR, oczyszczanie i oznaczanie aktywnosci bialek technikami
elektroforetycznymi, chromatograficznymi, spektroskopowymi, oraz przy uzyciu pulapkowania
magnetycznego, immunoprecypitacja w technologii ChIP, mikroskopia fluorescencyjna). Do
najwazniejszych osiagnie¢ mgr. Marcina Szafrana, ktére zbiorczo mozna by okresli¢ jako wzbogacenie
dotychczas obowiazujacego modelu segregacji chromosoméw bakterii z rodzaju Streptomyces o udzial
biatka S¢TopA, zaliczam zwlaszcza: a) wykazanie wiazania biatka S¢TopA w sasiedztwie sekwencji parS w
obecnoéci ParB, ale nie poprzez bezposrednie oddzialywania z tym biatkiem, co sugeruje generowanie
zmian topologicznych DNA w badanym obszarze, ktore sa nastepnie rozpoznawane przez S¢TopA, b)
wykazanie, ze znaczace (20-krotne) obnizenie poziomu ekspresji biatka S¢TopA skutkuje zahamowaniem
tempa wzrostu badanego drobnoustroju oraz zaburzeniem procesu sporulacji, prawdopodobnie na
skutek konfliktu topologicznego generowanego przez biatko ParB, co zostato posrednio potwierdzone,
gdyz usuniecie genu kodujacego ParB przywracalo prawidlowy fenotyp szczepu, c) oznaczenie
whadciwodci biologicznych i fizykochemiczaych S¢TopA, w tym pomiaréw relaksa;:ji DNA w czasie
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Korzystajac z wiedzy i niemalego juz doswiadczenia Doktoranta chcialbym w tym miejscu
poprosic, czy méglby przedstawi¢ swoj poglad, jakiego typu zmiany topologiczne moga by¢ generowane
przez biatko ParB, ze wymagaja one interwencji topoizomerazy I aby umozliwi¢ prawidlows segregacje
chromosoméw w procesie sporulacji.

Badania przeprowadzone przez mgr. Marcina Szafrana, majace na celu scharakteryzowanie
whasciwoséci topoizomerazy TopA S. coelicolor, oprocz niewatpliwego waloru poznawczego, posiadaja
réwniez dlugofalowy potencjal praktyczny. W dobie narastajacego problemu lekoopornosci
drobnoustrojow, znaczna liczba osrodkéw na calym éwiecie poszukuje dogodnych celéw dla skutecznej
antybiotyko- i chemoterapii. Wérdd baktertii z rodzaju Strepfomyces obok gatunkéw niechorobotwoérczych,
jak S. coelicolor, wystepuja takie patogeny takie jak S. scabies, S. sudanensis czy S. somaliensis, jednak znacznie
wazniejszy jest fakt bliskiego pokrewienstwa tego rodzaju bakterii z mykobakteriami, wiréd ktérych
szczegOlne znaczenie w patogenezie odgrywa Mycobacterium tuberculosis. Pratki gruzlicy wraz z innymi
pratkami chorobotwérczymi stanowia na $wiecie przyczyne zgonéw blisko 1,5 mln ludzi rocznie, z czego
w 2012 roku ok. 170 tys. zgon6éw zostalo spowodowanych przez pratki wielolekooporne. Wydaje si¢, ze
dla zwalczania zakazenn wywolywanych przez bakterie nalezace do typu .Actinobacteria, obejmujacego
zarbwno promieniowce jak i kwasooporne pratki, topoizomeraza I stanowi dogodny cel molekularny. W
odréznieniu od wigkszosci powszechnie wystepujacych patogenéw, duza reprezentacja przedstawicieli tej
grupy drobnoustrojéw posiada bowiem minimalny zestaw topoizomeraz, obejmujacy gyraze i
topoizomeraze 1, zapewniajacy prawidlowa homeostaze poziomu superskrecenia DNA w komérce. Tak
wigc poznanie wlasciwoéci bialka TopA stwarza podwaliny dla mozliwoéci opracowania nowych,
ukierunkowanych lekéw dla terapii antydrobnoustrojowej. Szczegélowe podstawy teoretyczne, jak
r6wniez aktualny stan wiedzy na temat wykorzystania topoizomeraz jako celéw dla wspolczesnej i
przyszlej antybiotykoterapii zostaly zawarte w dwoch interesujacych artykulach przegladowych
wchodzacych w sklad recenzowanej rozprawy dokforskiej i stanowiacych logiczne uzupelnienie prac
ekspetymentalnych.

W zasadzie, reputacja czasopism w ktorych swoje prace, szczegélnie te eksperymentalne,
opublikowal mgr Marcin Szafran, zapewniany przez ich redakcje skrupulatny, rzetelny proces recenzji,
realizowany przez najwybitniejszych fachowcéw z odpowiednich dyscyplin naukowych, zwalnia mnie z
obowiazku dalszej, szczegdlowej analizy przediozonych materialéw, jednakze z przywileju recenzenta, a
takze ze wzgledéw dydaktycznych, chciatbym zwréci¢ uwage Doktoranta na kilka zagadnien.

W swojej pracy przegladowej dotyczacej roli biologicznej topoizomeraz typu I mgr Marcin
Szafran pisze, ze ,...rogmiesgezente domen na konkretnych etapach cyklu komirkowego wydaje sig state...”.
Stwierdzenie to wydaje mi si¢ nie do korica precyzyjne, mysle, ze jest to pewien skrét myslowy,
wynikajacy z asocjacji danych na temat zachowania domen superhelikalnych oraz lokalizacji
poszczegdlnych foci w obrebie makrodomen chromosomalnych w trakcie cyklu Zyciowego niektorych
gatunkéw bakterii. Prositbym zatem Doktoranta o rozwinigcie tego zagadnienia podczas publicznej
obrony. Nie do kofica zgadzam si¢ tez ze stwierdzeniem, Ze ,,...ekspresja tych genéw jest zahamowana,
gdy chromosom znajduje si¢ w stanie zrelaksowanym (relaxation-repressed genes)”. O ile w wersji

angielskiej mamy tryb niedokonany (w wolnym thumaczeniu moglibysmy powiedzie¢ ,.do represji



dochodzi w trakcie relaksacji” co jest poprawne), o tyle w tekscie polskim powyzsze stwierdzenie
sugeruje, ze chromosom (badZ jego niektére domeny) znajduje si¢ w formie zrelaksowanej, a zatem
pozbawione] superskrecenia, co nie jest prawda. Zawiera on wylacznie obszary o nieco mniejszej,
negatywnej gestosci superhelikalnej, co jest wystarczajace do zahamowania transkrypcji z wrazliwych
promotoréw. Ponadto, nie udato mi si¢ znalezé odpowiedniej pozycji bibliograficznej na temat udzialu
biatka Fis w organizowaniu mikrodomen. Cytowana publikacja nr 65 dotyczy zupelnie innego
zagadnienia.

W odniesieniu do publikacji z ]. Bacteriology, chcialbym na przyszlo$¢ zasugerowac
Doktorantowi, aby do analiz dystrybucji topoizomeréw plazmidu reporterowego (rycina 2C)
izolowanego z indukowanego szczepu stosowaé rozdzial elektroforetyczny w obecnosci interkalatora,
np. chlorochinoliny. O ile w badaniach é# #itro zmiany topologii DNA w obecnosci topoizomeraz sa
zazwyczaj wyraznie widoczne i nastepuje szybki ubytek badZ przyrost superskreconej formy DNA (w
zaleznosci od rodzaju zastosowanej topoizomerazy), o tyle zmiany topologii zachodzace i# vivo bywaja
bardziej subtelne, w zwiazku z tym poprawienie rozdzielczosci techniki w obszarze frakcji
superskreconego DNA, poprzez dodatek interkalatora, moze przynie$¢ intersujace informacje.
Nie bardzo rozumiem stosowanie liczby mnogiej , gyrases” zwlaszcza zestawieniu tego okreslenia w forme
, Topoisomerases of class I and II (gyrases)...” gdyz sugeruje to, ze Topo II i gyraza to synonim, a
ponadto, wystepuje wiccej niz jeden tego typu enzym w komorce.

Z kolei w o$wiadczeniach wspolautoréw dotyczacych artykulu przegladowego nt. inhibitoréw

replikacji porzadek autorow jest niezgodny z obowiazujacym w oryginalnej publikacii.

Te drobne uwagi oczywiscie w zadnym stopniu nie umniejszaja mojej bardzo wysokiej
oceny prezentowanej rozprawy mgr. Marcina Jana Szafrana, zatem z pelnym przekonaniem
stwierdzam, zZe spelnia ona wymagania stawiane wsp6iczesnym pracom doktorskim. Wnoszg
zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o przyjecie tej
rozprawy i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
ze wzgledu na Jego wklad pracy, a takie oryginalno$¢ wynikéw i bardzo wysoki merytoryczny
poziom, przekladajacy si¢ na publikacje w renomowanych czasopismach naukowych,

przedktadam Wysokiej Radzie wniosek o wyréznienie pracy stosowng nagroda.




