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Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek
Kierownik Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium

Instytut Biologii Medycznej PAN

Ocena pracy doktorskiej mgr Damiana Trojanowskiego pt. ,,Analiza dynamiki

replisomow w trakcie cyklu komorkowego Mycobacterium smegmatis”.

Promotor ocenianej pracy, Prof. dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwiniska i kierowany przez nia
zespot Zakladu Mikrobiologii Molekularnej, Wydzialu Biotechnologii UW to uznany na $wiecie
autorytet w dziedzinie replikacji materiatu genetycznego bakterii. Realizacja pracy doktorskiej w
takim zespole stawia przed Doktorantem oczekiwania, rozwigzania istotnych probleméw
naukowych oraz wniesienia znaczacego wkladu w badane przez niego zagadnienia. Z drugiej
strony Doktorant mial do dyspozycji bogaty, wyszukany warsztat badawczy, niezbedna
aparatur¢ naukowg i co najwazniejsze wiedz¢ i doswiadczenie naukowe promotora. Bardzo mito
mi, jako recenzentowi, po lekturze pracy doktorskiej stwierdzi¢, ze te wysokie oczekiwania
zostaly w pelni spetnione.

Prac¢ doktorskg Pana mgr Damiana Trojanowskiego stanowi zbior bardzo spojnych tematycznie
dwoch prac eksperymentalnych opublikowanych w czolowych czasopismach naukowych o
sumarycznym  wspolczynniku cytowalnosci IF>12 oraz jednej pracy przegladowej
opublikowanej w jezyku polskim. We wszystkich ww. pracach Doktorant jest pierwszym
autorem a dofaczone o$wiadczenia wspotautorow nie pozostawiajg zadnych watpliwosci co do
Jego kluczowej roli w realizacji opisywanych badan.

Przedmiotem zainteresowania Doktoranta jest dynamika procesu replikacji u przedstawiciela
szybkorosngcych mykobakterii M. smegmatis, stanowigcego organizm modelowy dla badan
pratkow gruZlicy. Biorac pod uwage znaczenie kliniczne tej grupy drobnoustrojow oraz bardzo
ograniczong wiedzg o procesach replikacji DNA u tej grupy organizméw oraz specyficzne cechy

podzialow komorkowych mykobakterii (wzrost wierzchotkowy. asymetryczna lokalizacja
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przegrody podzialowej) wybrana tematyke badan nalezy uznaé jako bardzo aktualna i ciekawa.
Badania dynamiki procesu replikacji DNA M. smegmatis zostaty przeprowadzone w czasie
rzeczywistym z wykorzystaniem mikroprzeptywowej mikroskopii fluorescencyjnej oraz
rekombinowanych szczepéw bakteryjnych poddajacych ekspresji wybrane biatka replisomu w
fuzji z biatkami fluorescencyjnymi. Zataczone publikacje stanowiace podstawe recenzowanej
pracy doktorskiej zostaly poprzedzone krétkim wprowadzeniem opisujacym tlo naukowe oraz
najwazniejsze osiagnigcia prezentowanych prac. Doktorant cytujac odpowiednia literature
stwierdza (str. 9), ze asymetryczne komorki potomne pratkéw moga réznié sie wrazliwoscia na
antybiotyki (cykloseryng, meropenem, ryfampicyne i izoniazyd). Czy opisane réznice w
lekoopornosci maja charakter fenotypowy czy genetyczny? Jakie mechanizmy molekularne
tlumacza opisane zjawisko ? Zdanie opisujace stosowanie w terapii gruzlicy lekéw
przeciwpratkowych oraz nabywania przez pratki lekoopornosci, uwazam za zbyt daleko idacy
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skrét myslowy (,,W terapii choréb wywolywanych przez ...”, str 9). Dla wyjas$nienia tego
zagadnienia prosilbym Doktoranta o syntetyczne poréwnanie mechanizméw nabywania
opornosci przez pratki gruzlicy i inne chorobotwércze bakterie podczas publicznej obrony
pracy doktorskiej.

Badania opublikowane w mBio (Trojanowski i wsp., 2015) zostaly przeprowadzone z
wykorzystaniem rekombinowanych szczepow M. smegmatis poddajacych ekspresji biatko beta
klamry (DnaN), bialko wiazace penicyling (PBP) oraz biatko segregacyjne ParB w fuzji z
odpowiednimi biatkami fluorescencyjnymi. Zastosowanie mikroprzeptywowej mikroskopii
fluorescencyjnej w czasie rzeczywistym pozwolilo na bezposrednie $ledzenie w pojedynczych
komorkach lokalizacji replisomu (DnaN), miejsca inicjacji replikacji (ParB) oraz tworzacej sie
przegrody komorkowej (PBP). Doskonale zaplanowane eksperymenty, ekspresja bialek
fuzyjnych z natywnych promotoréw oraz loci chromosomalnych, opracowana metoda
obrazowania komorek bakteryjnych pozwolita na poczynienie bardzo ciekawych obserwacji
kompleksowo opisujacych przebieg procesu replikacji DNA pratkéw w odniesieniu do podziatu
komorki. Ogromna wiedza i doswiadczenie zespolu w badaniach procesu replikacji pozwolila na
wlasciwe zinterpretowanie ogromu pozyskanych danych w postaci zdjeé i filméw poklatkowych.
Autorzy wykazali, ze replisom w komodrkach M. smegmatis nie jest zlokalizowany centralnie
oraz ulega cyrkulacji na 10-20% dlugosci komorki podczas procesu replikacji. Zaobserwowano,

ze proces replikacji jest inicjowany 15 min. po uformowaniu przegrody komoérkowej i trwa do
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140 min. Czas od zakonczenia replikacji do uformowania przegrody komérkowej okreslono na
30-40 min. Lokalizacja oriC poprzez ParB-mCherry wykazala, Ze replisom tworzy sie w jego
sgsiedztwie. Badania szczepow pozbawionych bialka ParB lub nadprodukujacych to biatko
wykazaly zaburzony dystans pomiedzy replisomami oraz zmiany w liczbie replisomdw,
wskazujac jego role w ich lokalizacji i organizacji.

Badania opublikowane w Scientific Reports (Trojanowski i wsp., 2017) sa kontynuacja i
poszerzeniem weczesniej opublikowanych badan Doktoranta. W pracy tej autorzy poddali
ekspresji w komdrkach pratkow dodatkowe biatko fuzyjne stanowigce katalityczng podjednostke
polimerazy III z biatkiem zottej fluorescencji. Biatko to wraz z wczesniej uzyskanym bialkiem
DnaN-mCherry lokalizowalo do replisomu, lecz pozostawalo z nim zwigzane krocej niz beta-
klamra. Zastosowanie obu biatek fuzyjnych lokalizujacych replisom do badan jego dynamiki
pozwolilo na identyfikacje okoto 10% frakcji komoérek w ktorych proces replikacji jest
inicjowany przed zakonczeniem poprzedniej rundy co po raz pierwszy zostalo opisane dla
wolno-rosnagcych bakterii. Reinicjacja replikacji nie byla prostym odzwierciedleniem tempa
wzrostu, gdyz zjawisko to wcigz obserwowano w komorkach na poditozu minimalnym a w
warunkach obnizonej temperatury czgsto$¢ tego procesu nawet ulegala zwigkszeniu do 25%.
Autorzy tlumacza obserwowane zjawisko prawdopodobnym procesem kompetycji pomiedzy
siostrzanymi komorkami w stosunku do czynnikdéw limitujacych proces inicjacji replikacii.

Praca przegladowa opublikowana w Post. Hig. Med. Dosw. (Trojanowski i wsp., 2014) to
cickawie napisany zbior metod stosowanych dla poszukiwania nowych inhibitorow dla
bakteryjnych bialek procesu replikacji. W pracy tej autorzy opisujg przebieg bakteryjnej
replikacji a nastepnie skupiaja si¢ na wysoko-przepustowych metodach identyfikacji
potencjalnych lekow przeciwbakteryjnych, ktérych tarczami molekularnymi bylyby bialka
replisomu. Praca ta zostala dobrze napisana i z pewnoscig bedzie pomocnym materialem dla
studentow i mtodych pracownikéw naukowych rozpoczynajacych swoje poszukiwania naukowe
w tym kierunku.

W tym miejscu chcialbym podkreslié, ze w kazdej z opublikowanych prac wchodzacych w
sktad pracy doktorskiej Pana Damiana Trojanowskiego na uwage zashuguje nie tylko ogrom
zgromadzonych wynikow, ich profesjonalne oméwienie i przedstawienie ale rowniez dyskusja
przeprowadzona w sposob bardzo profesjonalny, $wiadczacy o $wietnej znajomosci tematyki

badawczej oraz umiejetnosci krytycznego spojrzenia na wlasne wyniki badan. Na podkreslenie
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zastuguje takze swietny warsztat badawczy Doktoranta, umiejetnos¢ doboru wiasciwych kontroli
eksperymentow oraz weryfikacji uzyskanych wynikow.

Prosilbym Doktoranta o podzielenie si¢ podczas publicznej obrony swoimi przemysleniami
na ponizsze kwestie:

e (Czy zdolnos¢ do re-inicjacji replikacji u pratkow jest procesem ..dziedzicznym”, tzw. czy
u komorek powstatych z komorek reinicjujacych replikacje czesciej obserwuje sie to
zjawisko ?

e Jakie czynniki limitujace inicjacje procesu replikacji moga by¢ kluczowe dla
obserwowanego zjawiska re-inicjacji ?

e (Czy nadprodukcja biatka DnaA w obecnosci ATP, lub jego niedobory zmienilyby
czgstos¢ obserwowanego zjawiska re-inicjacji replikacji ?

e Czy tempo syntezy DNA u M. smegmatis (400 bp/s), 8-krotnie wyzsze niz u pratkow
gruzlicy (50 bp/s) jest przyczynag czy raczej wynikiem réznic w tempie wzrostu tych
bakterii ?

e Czy oprécz réznic dotyczacych czasu replikacji DNA i podzialow komérkowych
zidentyfikowano znaczace rdznice w przebiegu i/lub regulacji tych proceséw, lub w

homologii zaangazowanych w te procesy bialek, u M. smegmatis i M. tuberculosis ?

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pana Damiana Trojanowskiego
uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo wartoSciowe
wyniki. Wnosz¢ do Rady Naukowej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego

o dopuszczenie mgr Damiana Trojanowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

7, uwagi na podjete ryzyko naukowe, uzyskane niezwykle cenne wyniki poznawcze oraz
Jakos¢ naukowa ocenianej pracy prosz¢ Szanowna Rade o nagrodzenie pracy doktorskiej Pana

Damiana Trojanowskiego przewidziana w regulaminie nagroda.

—

hab. Jarosiaw Dziadek



