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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Patrycji Skut

» Wplyw poziomu topoizomerazy I na cykl komérkowy Mycobacterium smegmatis”

Badania nad bakteriami chorobotwoérczymi prowadzone sa w miarg mozliwosci na
niepatogennych szczepach modelowych, dla zapewnienia badaczom bezpieczenstwa i
umozliwienia prowadzenia do$wiadczen w laboratoriach o zwyklym poziomie zabezpieczen.
Taka bakterig jest Mycobacterium smegmatis, modelowy gatunek dla badan nad Mycobacterium
tuberculosis, bedacej czynnikiem etiologicznym dla gruzlicy. Zakazenia pratkiem gruzlicy
stanowig nadal zagrozenie dla zdrowia publicznego, szczegdlnie z powodu coraz czgstszego
pojawiania si¢ szczepow opornych na wigkszos¢ znanych antybiotykéw. Dlatego poznanie
mechanizméw waznych proceséw zyciowych pratkow jest istotng podstawa dla przyblizenia
mozliwoséci zastosowania nowych lekow w terapii kierowanej przeciwko specyficznym,
niezbednym dla przezycia bakterii, enzymom i mechanizmom komoérkowym. M. smegmatis poza
duzym podobiefistwem genetycznym do M. tuberculosis oraz zblizong budowg Sciany
komorkowej, charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem, co znaczaco ufatwia prace badawcze. Takze,
znana jest pefna sekwencja genomowa modelowego laboratoryjnego szczepu M. smegmatis mc’.
W wazny nurt badan nad wykorzystaniem tej bakterii do poszukiwan nowych celow
terapeutycznych posrod bialek zaangazowanych w istotne zyciowe procesy komoérkowe wpisuje

sie rozprawa doktorska Pani Patrycji Skut. Praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie



Mikrobiologii Molekularnej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod
kierunkiem Pani dr hab. Dagmary Jakimowicz. W zakladzie tym od lat prowadzone sa - z
wielkim sukcesem - badania nad mechanizmami replikacji i kluczowymi etapami cyklu
komérkowego bakterii na modelu promieniowcéw z rodzajéw Streptomyces i Mycobacterium.
Praca doktorska Pani Skut w swoich walorach naukowych i poznawczych doréwnuje najlepszym
pracom tego zespotu, prezentujac szeroki zakres bardzo starannie opisanych wynikow badan nad
topoizomeraza | M. smegmatis.

Poznanie mechanizméw regulacji replikacji i podzialow komoérkowych jest podstawowa
wiedza dla zrozumienia proceséw zachodzacych w organizmach zywych. Poza bardzo waznym
wzbogaceniem wiedzy na poziomie podstawowym, badania takie dajg informacje o mozliwych
celach dziatania lekéw. W dobie wzrastajacej opornosci na antybiotyki i zmniejszajacej sig
mozliwosci syntezy nowych substancji bakteriobdjczych, poszukiwania nowych terapii dla
zakazen bakteryjnych jest bardzo wazna dziedzing badan naukowych. Preferencyjnym celem
dziatania nowych substancji antybakteryjnych sa enzymy nie tylko kluczowe dla przezycia
bakterii ale takze preferencyjnie specyficzne dla bakterii docelowej, a nieszkodliwe dla
organizmu ludzkiego. Proces replikacji DNA i podzialu komorki jest cieckawym celem dziatania
potencjalnych terapeutykéw, z uwagi na jego kluczowe znaczenie dla przezycia i propagacji
bakterii. Do zrealizowania takiego zamierzenia niezbedne jest doktadne poznanie mechanizmoéw
dziatania, roli oraz skutkéw braku okreslone biatka. Celem pracy doktorskiej Pani Patrycji Skut
bylo zbadanie wplywu zréznicowanego poziomu topoizomerazy M. smegmatis na cykl
komérkowy tej bakterii. Rolg topoizomeraz jest utrzymywanie odpowiedniego superskrecenia
helisy DNA. Topologia DNA jest bardzo istotnym czynnikiem regulujgcym procesy ekspresji
gen6w, replikacji, rekombinacji i segregacji materiatu genetycznego do komérek potomnych, w
zwigzku z tym wiele bakterii ma kilka réznych wyspecjalizowanych enzymow
odpowiedzialnych za zmiany superskrgcenia towarzyszace badZz wymagane dla réznych
procesow. W niniejszej rozprawie Doktorantka scharakteryzowala w szeregu logicznie
przedstawionych etapéw pracy odpowiedZz komorki bakterii na niedobdr topoizomerazy I.
Obejmujg one proby wyeliminowania aktywnego biatka TopA, badania wptywu obnizonego
poziomu topoizomerazy na tempo wzrostu bakterii, charakterystyk¢ procesu replikacji i

segregacji chromosoméw przy deplecji TopA oraz analizg roli C-koficowej domeny tego biatka.



Za gléwne osiagnigcia pracy doktorskiej Pani Patrycji Skut uwazam:

- wykazanie, iz delecja genu fopA jest letalna dla komoérki M. smegmatis,

- zastosowanie dobrze dobranego ztozonego ukladu doswiadczalnego obejmujacego
konstrukcje licznych szczepdw umozliwiajacych kontrolowane modyfikowanie poziomu
topoizomerazy w komorce,

- okreslenie minimalnego poziomu biatka TopA niezb¢dnego dla prawidlowego wzrostu
bakterii,

- wykazanie, iz skutki niedoboru TopA ujawniajg si¢ bardziej znaczagco w warunkach
stresu temperaturowego,

- scharakteryzowanie skutkéw niedoboru topoizomerazy w postaci zaburzen replikacji,
segregacji chromosomu i podziatu komorek,

- okreslenie roli C-koncowej domeny TopA w aktywnosci biatka.

Whnioski przedstawione w pracy zostaly osiagnigte dzigki zastosowaniu szerokiego
zakresu metod molekularnych, takich jak analiza ekspresji genéw metoda ilosciowego PCR,
analiza poziomu biatka metoda Western, klonowania z uzyciem ztozonych wektoréow i
konstruktow plazmidowych oraz nowoczesnych technik mikroskopowych, wykorzystujacych
obserwacje zmian w rozmieszczeniu replisomu i segresomu, a takze podzialu komérki w czasie
rzeczywistym, przy zastosowaniu mikroskopii mikroprzeplywowej z uzyciem znacznikow
fluorescencyjnych. Szczegélnie nalezy podkresli¢ znaczenie tej ostatniej metody, wymagajacej
konstrukeji precyzyjnie dobranych i doktadnie sprawdzonych szczepéw zawierajacych ztozone
systemy ekspresyjne, umozliwiajace zarowno regulowanie poziomu TopA w ukladzie delecji

chromosomalnej kopii genu jak i uzyskanie biatek fuzyjnych, DnaA i ParB.

Mam kilka uwagi i pytan odnoszacych si¢ do czgsci eksperymentalnej pracy:

1. Czy w sytuacji letalnosci mutantow pozbawionych funkcjonalnego TopA oraz
zaburzen wzrostu obserwowanych przy obnizeniu poziomu tego biatka mozliwe byloby
uzyskanie potencjalnych supresoréw w genie kodujacym gyraze? Czy znane sa w ogble mutacje

suprymujace niedobdr topoizomerazy u M. smegmatis?



2. Obnizenie poziomu TopA do okoto 58% nie skutkowato znacznymi zmianami tempa
wzrostu bakterii, wptyw na podzial komérki byt takze dos¢ niewielki. W uktadzie, gdzie poziom
TopA obnizony zostal przez zastosowanie systemu revTetR do 20%, obserwowano znaczniejsze
obnizenie tempa wzrostu bakterii, niz w przypadku zastosowania typowego systemu TetR.
Jednakze dla analiz mikroskopowych zastosowano obnizenie poziomu topoizomerazy w
zmiennym zakresie 30-60%, a zatem najwyzszy poziom byl podobny do tego z poprzedniego
eksperymentu. Do jakiego poziomu TopA mozna wigc odnosi¢ wyniki odnoszace si¢ do
potozenia replisomu i segresomu i jak poréwnywac je z tymi otrzymanymi w dos§wiadczeniach z
udziatem konstruktu TetR?

3. Jaka jest stabilno$¢ TopA w komorce?

4. Czy TopA z innych gatunkéw z rodzaju Mycobacterium, albo z bardziej odlegtych
ewolucyjnie rodzajéw bakterii moze by¢ funkcjonalne u M. smegmatis?

5. Czy stres spowodowany zmiang w topologii DNA w szczepach ze zmienionym
poziomem TopA moze powodowaé indukcje syntezy alarmonu stresu, ppGpp u M. smegmatis?

6. Jaka jest geneza nazwy szczepu M. smegmatis, mc’?

Obszerna, prawie 240 stronicowa rozprawa Pani Patrycji Skut ma uktad poprawny dla
tego typu opracowan. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim zwigzle i zrozumiale
podsumowuje przedstawiane przez Doktorantke wyniki pracy. Wstep (27 stron) wprowadza w
interesujacy sposéb w zagadnienie organizacji chromosoméw bakteryjnych i funkcji biatek
wplywajacych na topologiec DNA, w zrozumieniu tej tematyki pomagaja liczne ryciny i
schematy. Wstep podaje takze informacje na temat Mycobacterium i jego znaczenia oraz stan
dotychczasowej wiedzy na temat topoizomeraz pratkéw. W celu pracy ujete jest takze
uzasadnienie podjecia badan nad topoizomeraza M. smegmatis, sam cel jest przedstawiony jasno
i zrozumiale. Rozdzial Materiaty i metody (56 stron) zawieraja przejrzysty opis szczepow,
konstruktow i plazmidéw uzywanych w pracy, jak rowniez staranny opis metod. W tym
rozdziale dokfadnie opisane zostaly takze procesy konstrukcji i klonowan szczepéw, dla
lepszego zrozumienia zaopatrzone w czytelne schematy. Rozdzial Wyniki (80 stron) zawiera
opis poszczegdlnych etapéw realizacji celu projektu, udokumentowany dobrze zaplanowanymi,
przeprowadzonymi i przeanalizowanymi do$wiadczeniami i zilustrowany $wietnymi zdjeciami
mikroskopowymi. Podkresli¢ nalezy staranne opracowanie wynikow i przedstawienie ich w

przejrzysty sposob, co jest szczeg6lnie wazne przy tak obszernej tematyce i ilosci uzyskanych



danych. Doceni¢ trzeba takze ogrom pracy wlozony w skonstruowanie ukladéw
doswiadczalnych i wykonanie nietatwych eksperymentéw. Wyraznie jest widoczne, iz
Doktorantka swobodnie postuguje si¢ szerokim warsztatem nowoczesnych metod, potrafi je
dobrze dobra¢ i opisa¢. W rozdziale Dyskusja Autorka dojrzale przedstawia osiagnigcia swojej
pracy na tle dotychczasowej wiedzy, a co wazne, potrafi takze ustosunkowaé sie do wynikow
niezgodnych z publikowanymi przez naukowcéw z innych osrodkéw. Cytowany obszerny zbior
literatury pozwala na stwierdzenie, ze Doktorantka jest zaznajomiona z szerokim zakresem
wiedzy w dziedzinie mikrobiologii, biochemii i biologii molekularnej.

Rozprawa napisana jest tadnym, poprawnym i zrozumiatym jezykiem naukowym. Z
obowigzku recenzenta zauwazg obecnosé bledow literowych i interpunkeyjnych, jednakze sa one
nieliczne, na podkreslenie zastuguje natomiast fakt uniknigcia typowego dla opracowan w jezyku
polskim wyrazen zargonowych. Zastanawia jednak sposéb cytowania prac zrodtowych, gdzie
uzyto angielskiego "and" pomigdzy nazwiskami autoréw, oraz zastosowano kolejnosé
alfabetyczng a nie, jak si¢ ogélnie przyjeto, chronologiczna.

Dla oceny dorobku naukowego Doktorantki nalezy zauwazy¢, ze Pani Patrycja Skut jest
wspotautorem trzech publikacji naukowych: dwoch prac doswiadczalnych i jednej przegladowe;.
W oparciu o wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej, jest obecnie przygotowywany
manuskrypt publikacji, ktéry bez watpienia bedzie interesujaca pozycja dla stanu wiedzy o
procesach zyciowych Mycobacterium.

Podsumowujac, uwazam, iz poziom naukowy rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji
Skut jasno pokazuje, iz Doktorantka dobrze skorzystata z mozliwosci, jakie data jej nauka i
realizacja pracy doktorskiej w zespole Pani dr hab. Dagmary Jakimowicz. Z petnym
przekonaniem stwierdzam, iz rozprawa speinia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim,
wyszczegllnione w Ustawie z dnia 18.03.2011 o stopniach naukowych i tytutach naukowych,
za$ dorobek naukowy Doktorantki uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych w dyscyplinie biochemia. W zwiazku z tym zwracam sie do Wysokiej Rady
Naukowej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego z wnioskiem o przyjecie
pracy i dopuszczenie Pani mgr Patrycji Skut do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, z uwagi na podjecie i zrealizowanie, za pomoca starannie dobranego warsztatu
badawczego i nowoczesnych metod, istotnej i niefatwej tematyki oraz na wysokie walory

poznawcze pracy, wnioskuj¢ o wyr6znienie rozprawy.
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