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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana magistra Damiana Trojanowskiego

»Analiza dynamiki replisomow w trakcie cyklu komérkowego Mycobacterium smegmatis”

Replikacja DNA stanowi jeden z najbardziej podstawowych proceséw zyciowych
kazdego organizmu, niezbedny dla przetrwania organizméw i utrzymania gatunkéw. Gtowne
zatozenia 1 etapy tego procesu sa wspdlne dla wszystkich znanych organizméw, zas
obserwowane réznice dotycza najczesciej budowy czy specyficznosci enzymdw uczestniczacych
w procesie replikacji. Z uwagi na istotnos$¢ tego procesu dla funkcjonowania $wiata zywego,
badania nad nim prowadzone sg od lat, z wykorzystaniem pozornie mniej skomplikowanych
modeli organizmoéw jednokomoérkowych, gtéwnie bakterii. Dodatkowa przyczyng prowadzenia
tych badan na modelach bakteryjnych sa korzysci, jakie niesie poznanie podstawowych
proceséw zyciowych u bakterii patogennych. Poszukiwania nowych mozliwosci zwalczania
zakazen bakteriami chorobotworczymi jest szczegdlnie wazne obecnie przy dramatycznie
wzrastajacej antybiotykoopornosci mikroorganizméw i coraz wiekszych problemow z
prowadzeniem efektywnej terapii. Dlatego szczegdétowe poznanie procesdw niezbednych dla
utrzymania populacji tych bakterii umozliwia zaplanowanie i zastosowanie terapii kierowanej
specyficznie przeciwko okreslonym chorobotwoérczym mikroorganizmom. | tak, maszyneria
replikacyjna jest potencjalnie bardzo dobrym celem dziatania substancji antybakteryjnych,

jednakze tylko wtedy, jesli dana substancja bedzie oddzialywa¢ jedynie na enzymy bakteryjne.



Stad, koniecznos¢ precyzyjnego scharakteryzowania dziatania i specyfiki replikacji w
komorkach bakteryjnych. W nurt tych badan wpisuje si¢ tematyka przedstawionej do recenzji
rozprawy doktorskiej Pana mgr Damiana Trojanowskiego. W rozprawie tej przedmiotem badan
Jest replikacja bakterii z rodzaju Mycobacterium. Rodzaj ten znany jest ze swoich patogennych
przedstawicieli, takich jak Mycobacterium tuberculosis czy Mycobacterium leprae,
powodujacych zagrazajace zyciu choroby o duzym cigzarze spotecznym. Badania nad tym
rodzajem prowadzone sa typowo na modelu niepatogennej i stosunkowo szybko rosngcej
bakterii, Mycobacterium smegmatis, i tak bylo réwniez w niniejszej pracy doktorskiej. Rozprawa
zostala wykonana w Zakladzie Mikrobiologii Molekularnej Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem Pani profesor Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskie;j.
W zespole Pani Profesor od lat prowadzone sg badania nad mechanizmami regulacji replikacji u
organizméw bakteryjnych. W przedstawionej do recenzji rozprawie wyraznie jest widoczne, iz
Doktorant skorzystal wszechstronnie z mozliwosci pracy w $wietnym zespole o $wiatowej
renomie oraz potencjatu technicznych i aparaturowego Zaktadu, a przede wszystkim z wiedzy i
doswiadczenia naukowego Promotora rozprawy.

Celem pracy doktorskiej Pana Damiana Trojanowskiego bylo scharakteryzowanie
dynamiki replikacji chromosomu bakterii Mycobacterium smegmatis, co ilustruje tytut rozprawy.
Doktorant ubiega si¢ o stopien doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Rozprawa
zostata przedstawiona w postaci zbioru trzech wieloautorskich publikacji, wraz ze streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim, oraz wprowadzeniem do tematyki rozprawy. Jest to zgodne z
wymogami ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i
stopniach naukowych w zakresie sztuki, zgodnie z ktora rozprawe doktorskg moze takze
stanowi¢ samodzielna i wyodrgbniona czgs¢ pracy zbiorowej, jezeli wykazuje ona indywidualny
wklad kandydata przy opracowywaniu koncepcji, wykonywaniu cze$ci eksperymentalne;j,
opracowaniu i interpretacji wynikoéw tej pracy, odpowiadajacy warunkom okreslonym w
ustawie. W zwigzku z tym do rozprawy dofgczono o$wiadczenia o udziale procentowym
poszczeg6lnych wspotautoréw prac, oraz szczegétowy opis wkiadu Doktoranta w realizacje
prac. Na podstawie nadestanych materiatébw moge stwierdzié, iz rozprawa spetnia wymogi
formalne zawarte w ustawie.

Sktadajace si¢ na rozprawe publikacje to dwie prace eksperymentalne i jedna

przegladowa. Obie prace doswiadczalne zostaly opublikowane w wysoko punktowanych,



renomowanych czasopismach, mBio i Scientific Reports (IF 6.975 i 5.525, odpowiednio),
aczkolwiek nalezy wspomnieé, iz ASM, do ktérego nalezy mBio, usunat informacje o
wspotczynniku wptywu ze swoich stron informacyjnych wskazujac na nieprzydatnos¢ i
niemiarodajnos$¢ tego rodzaj punktacji. Niemniej jednak warto$¢ i zasieg naukowy tych
czasopism, niezaleznie od ich punktacji, sg niewatpliwe. W obu publikacjach Pan' mgr
Trojanowski jest pierwszym autorem, a jego udzial procentowy to 60 i 70%. W obydwdch
pracach Doktorant wykonal przewazajaca czgs¢ eksperymentéw, w tym konstrukcje i
weryfikacje szczepdw, wykonanie analiz mikroskopowych, analizowal takze uzyskane wyniki
oraz wraz z Promotorem rozprawy przygotowywal manuskrypty prac. Wskazuje to
jednoznacznie na wiodacy udzial Doktoranta w powstaniu tych prac. Trzecia publikacja,
sktadajaca sie na rozpraweg doktorska, to praca przegladowa opublikowana, w jezyku polskim, w
czasopiSmie Postgpy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej. W pracy tej udziat doktoranta,
przedstawiony odpowiednim oswiadczeniem, wyniost 35%.

Przedstawienie rozprawy w postaci zbioru publikacji oznacza takze, iz prezentowane w
niej wyniki przeszly juz Scislty i krytyczny proces recenzji, a zaakceptowanie ich do druku w
prestizowych czasopismach swiadczy o ich znaczeniu naukowym.

Warto$¢ merytoryczna niniejszej rozprawy lezy w metodycznym, dobrze przygotowanym
i zrealizowanym projekcie zbadania dynamiki zmian w kompleksie replikacyjnym i
segregacyjnym M. smegmatis, takze w kontek$cie przestrzennym w komorce. Zastosowanie
znakowanych komponentéw maszynerii replikacyjnej pozwolilo na obserwacje i wyciagnigcie
wnioskdw dotyczacych lokalizacji replisomoéw, dlugosci trwania odpowiednich faz cyklu
komdrkowego i segregacji rejonu oriC, zachodzacym przy udziale biatka ParB wkrétce po
inicjacji replikacji. Ponadto, eksperymenty z udziatem nadprodukcji biatka segregacyjnego ParB
wskazuja na jego role w ogolnej organizacji chromosomu. Wykazanie przy udziale analizy
mikroskopowej w czasie rzeczywistym dynamiki replisomow i widetek replikacyjnych u M.
smegmatis uwazam za bardzo istotne osiaggnigcie tej pracy.

Bardzo interesujace dane zostaty uzyskane (i przedstawione w drugiej publikacji) w
badaniach nad synchronizacjg inicjacji replikacji chromosomu M. smegmatis, replikacji i
podziatu na komérki potomne. U szybko rosnacych bakterii, jak E. coli, typowe jest inicjowanie
nowej rundy replikacji przed podziatem komorki, tak ze komodrka potomna dziedziczy czesciowo

juz zreplikowany chromosom. Dzieje si¢ tak zwlaszcza w warunkach optymalnych pod



wzgledem temperatury i dostgpnosci pokarmu. Jednakze, u wolno rosngcych bakterii jak
Mycobacterium takie zjawisko nie bylo dotychczas opisywane. Dlatego za wyjatkowo
interesujgce uwazam wyniki pokazujace proces reinicjacji replikacji w czgsci populacji
dzielacych si¢ komorek M. smegmatis. Co ciekawe, proces ten zachodzi najczesciej u jednej z
dwoch komérek potomnych, a nie u obydwoch. Taka heterogennos¢ prowadzi do zadania
pytania, czy u jej podstaw sg zmiany genetyczne, epigenetyczne, czy dzieje si¢ to przypadkowo.
Czy mozliwe bytoby zatem podjecie proby zbadania, czy komorka, w ktérej zaobserwowano ten
fenomen, bedzie utrzymywac zwiekszong czestos¢ reinicjacji oraz czy u podioza tego zjawiska
moga byé zmiany mozliwe do szczegétowych analiz. Pojawiania si¢ takich komérek takze w
niesprzyjajacych warunkach wzrostu odréznia ten fenomen od obserwacji prowadzonych dla E.
coli. Poprositabym, aby Doktorant przedyskutowal szerzej mozliwe korzysci, jakie bakterie M.
smegmatis odnosityby z pojawiania si¢ w okres$lona czgstoscia takich komorek w populacji.
Ponadto, chcialabym zapytaé, jaka role w tym zjawisku moégltby petni¢ alarmon odpowiedzi
Scistej, czterosfosforan guanozyny (ppGpp).

O naukowej warto$ci pracy zadecydowal takze warsztat badawczy zastosowany do
osiggniecia celow rozprawy. Poza klasycznymi metodami biologii molekularnej i mikrobiologii,
uzytych dla konstrukcji i testowania szczepow, zastosowane zostaty najnowoczesniejsze techniki
obrazowania mikroskopowego, z wykorzystaniem mozliwosci fluorescencyjnej mikroskopii
mikroprzeptywowej. Ta technika pozwala na przyzyciowe obrazowanie w czasie rzeczywistym
zmian zachodzacych na poziomie jednej komérki. Badania typu single cell staja si¢ obecnie
najbardziej cenionym podejsciem eksperymentalnym i dostarczaja znacznie bardziej
precyzyjnych informacji, niz stosowane klasycznie metody badania catej populacji (hodowli)
bakteryjnej. Podejscie to wymagato skonstruowania zestawu szczepdw z znakowanymi
fluorescencyjnie biatkami replikacyjnymi i segregacyjnymi, dzigki czemu mozliwa byla nie
tylko obserwacja potozenia przestrzennego replisomu i segrosomu, ale takze wyznaczenie czasu
trwania poszczegolnych faz wzrostu bakterii.

Trzecia wlgczona do rozprawy publikacja stanowi nawigzanie do mozliwosci
zastosowania wynikow uzyskiwanych podczas badan podstawowych dla poszukiwan nowych
celéow dla terapii antybakteryjnej, szczegdlnie w odniesieniu do lekoopornych szczepow.
Obszarem poszukiwan nowych tarcz terapeutycznych moga by¢ biatka zaangazowane w

replikacje DNA, na etapie syntezy, rozplatania nici czy zmian topologicznych. W publikacji



przedstawione zostalty mozliwosci wysokoprzepustowego podejscia do poszukiwan takich
substancji, umozliwiajace jednoczesne i wydajne testowanie wielu zwigzkéw. Metody te
wykorzystuja najnowsze techniki molekularne i mikroskopowe. Praca ta opiera si¢ na wielu
stosowanych juz w zespole prof. Zakrzewskiej-Czerwinskiej metodach i stanowi dobre
podsumowanie mozliwosci nowoczesnego warsztatu badawczego.

Wsrod waloréw rozprawy, podkresli¢ nalezy interesujagcy dobér modelu nie tylko z
powodu potencjalnego znaczenia dla wyznaczenia celéw terapii antypratkowej, ale dla
zrozumienia mechaniki replikacji chromosomu na modelu stosunkowo wolno dzielacej si¢
bakterii, gdy dotychczasowe badania obejmowaly gldwnie bakterie szybko rosnace.

Doda¢ mozna, iz rozprawa doktorska Pana Trojanowskiego stanowi $wietny przykiad
nowoczesnego podejscia z szerokim zastosowaniem dostgpnych mozliwosci i metod, takze
sposobdw prezentacji wynikow (np. filmy obrazujagce dynamike replikacji DNA i podziatu
komorek).

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
znaczacy wklad naukowy w wiedze na temat mechaniki i biochemii replikacji chromosomu
bakteryjnego, co wnosi dodatkowo informacje na temat mozliwosci zastosowania tej wiedzy w
potencjalnej terapii zakazen bakteryjnych. Rozprawa prezentuje oryginalne i cenne wiadomosci,
bedace efektem dobrze przemyslanej, zaplanowane;j i zrealizowanej pracy. Stwierdzam z petnym
przekonaniem, ze rozprawa Pana mgr Damiana Trojanowskiego speilnia wszelkie ustawowe
wymogi stawiane pracom doktorskim, stanowigc oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatlu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pana mgr Damiana Trojanowskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysoka warto$§¢ naukowa rozprawy wnosz¢ o nagrodzenie

jej stosownym wyrdznieniem.
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