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Recenzja pracy doktorskiej mgr Patrycji Skut
pt. ,, Wplyw poziomu topoizomerazy I na cykl komérkowy Mycobacterium smegmatis”

Praca doktorska Pani mgr Patrycji Skut pt. ,,Wplyw poziomu topoizomerazy I na cykl
komdrkowy Mycobacterium smegmatis® zostata w pelni zrealizowana w Zakladzie
Mikrobiologii Molekularnej, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego, pod
bezposrednim kierunkiem dr hab. Dagmary Jakimowicz. Zaplanowane badania poznawcze
zostaly przeprowadzone w ramach projektu badawczego POMOST, finansowanego przez
Fundacj¢ na Rzecz Nauki Polskiej. Praca doktorska zostata opracowana w postaci dobrze
skonstruowanej monografii, w sposdb przyjety dla prac do$wiadczalnych w dziedzinie nauk
biologicznych. Kolejne rozdziaty monografii obejmujg zwarte Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, ktorych tresci stanowig bardzo dobre wprowadzenie czytelnika do tematu,
zalozonych celéw oraz uzyskanych najwazniejszych wynikéw.

Czes¢ teoretyczna pracy (Wstep, 45 stron) obejmuje dwa gléwne rozdzialy,
odpowiednio, Struktura i organizacja chromosomu bakteryjnego w trakcie cyklu
komdrkowego i Organizacja chromosomu u Mycobacterium, podzielone na logicznie
uporzadkowane podrozdzialy. Ostatni podrozdzial cz¢sei teoretycznej pracy jest poswiecony
wspolczesnej wiedzy na temat topoizomeraz kwasoopornych pratkow Mycobacterium
smegmatis, bakterii ktore jako dogodny model sg czesto wykorzystywane w poznawczych
badaniach pratkéw gruzlicy. W rozdziale pt. ,,Rola Biologiczna topoizomeraz” zabraklo mi
natomiast danych na temat bardzo dobrze udokumentowanej roli biologicznej topoizomeraz,
ktora polega na generowaniu poprzez lokalne wysokie superskrgcenie DNA niezwyklych,
drugorzgdowych struktur przestrzennych w obszarach réznych sekwencji powtérzonych.
Struktury te, jak dowiedziono, stanowig ,,zawad¢” przestrzenng dla widelek replikacyjnych.
W obrgbie takich sekwencji z duzg czgstoscig pojawiajag si¢ wige pojedyncze i podwdijne
pgknigeia nici DNA, indukujace mutagenne polimerazy IV i V, a w konsekwencji
mutageneze.

Po przestudiowaniu calej czesci teoretycznej pracy moge stwierdzié, po pierwsze, ze
zawarte w niej fresci naukowe zostaly scisle podporzqdkowane tematowi pracy oraz
sformulowanym celom, i po drugie, ze zostaly opracowane profesjonalnie, z bardzo duzym



znawstwem, w oparciu o obficie cytowang literature swiatowq (ponad 200 pozycji, w tym 35
z ostatnich 5 lat).

Cel pracy doktorskiej mgr Patrycji Skut zostal umiejscowiony w jednym z waznych,
wspodlczesnych kierunkéw poszukiwan naukowych w dziedzinie biologii infekcyjnej
i mikrobiologii klinicznej, jakim jest poszukiwanie nowych celow (farcz) molekularnych dla
syntezy nowych, skutecznych lekow przeciwbakteryjnych. Narastajgca opornos¢ na
antybiotyki wielu groznych dla ludzi i zwierzat szczepow i gatunkow bakterii jest obecnie
bardzo powaznym problemem wspétczesnej medycyny, a stad zjawisko lekoopornosei stato
si¢ wyzwaniem dla podejmowania wielokierunkowych, molekularnych badan poznawczych
patogennych bakterii, ktorych celem jest identyfikacja nowych, molekularnych i bardzo
specyficznych tarcz dla terapii zakazen. Prgtki gruZlicy stanowig obecnie szczegdlne
zagrozenie ze wzgledu, po pierwsze, na pojawienie si¢ i rozpowszechnianie w $wiecie
szczepow wielolekoopornych, a takze ekstremalnie opornych na niemal wszystkie dostgpne
tuberkulostatyki, za§ po drugie ze wzglgdu na zdolno$¢ tych bakterii do unikania systemu
odpornosciowego  gospodarza oraz na mozliwos¢ ich przetrwania w  tkankach
gospodarza w stanie uspienia metabolicznego, w bardzo dtugich okresach czasu.

Topizomerazy, rodzina bialek enzymatycznych uczestniczacych niemal we wszystkich
procesach komoérkowych, niezbednych dla procesow replikacji DNA, transkrypcji, segregacji
chromosomoéw, podziatéw komorkowych, a wigc dla wzrostu i namnazania si¢ komorek
bakterii, stanowg obiekt duzego zainteresowania badaczy - jako potencjalne, specyficzne
tarcze molekularne dla nowych antybakteryjnych lekéw. Stad, sformutowang przez
Doktorantke hipotezg, ze topoizomeraza I (TopA), enzym niezbgdny dla biologicznego zycia
bakterii z rodzaju Mycobacterium, moze by¢ dobrym celem dla nowych tuberkulostatykow -
mozna uzna¢ za ciekawg uprawniong. Zatem sformulowany cel pracy doktorskiej mgr
Patrycji Skut: poznanie skutkow zaburzen poziomu TopA w komorkach Mycobacterium
smegamtis, modelowego organizmu dla badan chorobotworczych gatunkéw Mycobacterium
fuberculosis i Mycobacterium leprae, uznaj¢ za interesujacy z racji poznawczych, a takze
wazny z racji wyzej komentowanego problemu wielolekoopornosci pratkow gruzlicy, a stagd
konieczno$ci poszukiwania nowych lekéw.

Cel gtéwny Doktorantka realizowala w oparciu o skonstruowane, dobrze zaplanowane
mutanty M. smegmatis, w ktérych poziom ekspresji topoizomerazy TopA podlegal $ciste;j,
genetycznej regulacji ,,down and up”. Zatem w warunkach in vivo badano w modyfikowanych
genetycznie szczepach, wobec kontroli jakg byt dziki szczep M. smegmatis, wplyw zmian
ilosci i aktywnosci syntetyzowanego biatka TopA na replikacje i segregacje chromosomu oraz
na tempo wzrostu komorek. Podjg¢to réwniez probg wyjasnienia roli biologicznej nietypowe;j
domeny C-koficowej wcigz malo poznanego w warunkach in vivo enzymu TopA
Mycobacterium smegmatis.

W obszernej, metodycznej czesci pracy doktorskiej mgr Patrycji Skut na 57 stronach
monografii bardzo dokladnie, z duzg starannoscig przedstawila w tabelach wszystkie uzyte
szczepy E. coli 1 M . smegmatis, mutanty i wektory, z podaniem Zrédet ich pochodzenia.
Zwraca uwage fakt, ze wszystkie zmodyfikowane szczepy Mycobacteroium smegmatis
zostaly skonstruowane przez Doktorantk¢ w ramach realizacji celow pracy doktorskiej.
Sposoby  konstrukcji modelowych szczepéw zostaly przedstawione w postaci tadnych
schematéw, a prawidlowo$é ich konstrukcji zostala potwierdzona metoda analizy
restrykcyjnej chromosomalnego DNA (Southern blotting DNA). Analiza tej czgsci pracy
dowodzi, ze w badaniach wykorzystano bardzo nowoczesng aparatur¢ i programy
komputerowe do analizy mikroskopowej komorek oraz ich wzrostu réwniez w czasie



rzeczywistym. Zastosowano takze bogaty warsztat biologii molekularnej do izolacji i
oczyszczania bialek oraz ich analizy in vitro. Nie mam watpliwoéci, ze mgr Patrycja Skut jest
juz doswiadczonym eksperymentatorem; w realizacj¢ ambitnego celu swojej pracy
doktorskiej ,,wprzggla” zaréwno bardzo nowoczesng, w tym unikatowg w Polsce aparature,
jak i bogaty, molekularny warsztat badawczy, ktory jest w pelni dostepny dla Doktorantéw
Zakladu  Mikrobiologii ~ Molekularnej, = Wydzialu  Biotechnologii,  Uniwersytetu
Wroclawskiego.

Starannie opracowany i logicznie uporzadkowany rozdzial Wyniki obejmuje 80 stron
monografii oraz ponad 50 rysunkoéw, tabel, schematéw i zdjg¢, dokumentujgcych krok po
kroku wyniki uzyskane na kolejnych etapach badaf. Po uwaznym przestudiowaniu
wszystkich wynikow i zalgczonej dokumentacji chcialbym ocenié¢ i skomentowaé zaledwie
niektore rezultaty, ktore w moim przekonaniu wnosza nowa wiedzg o roli biologicznej
topoizomeraz Mycobacterium smegmatis.

I tak, za jeden z najwazniejszych uznaj¢ bardzo dobrze udokumentowany wynik
dowodzacy jednoznacznie, ze topoizomeraza I Mycobacterium smegmatis jest niezbedna dla
wzrostu i proliferacji bakterii. Delecja genu fopA okazala si¢ letalna dla komérek, co
dowodzi, ze inne topoizomerazy syntetyzowane przez Mycobacterium smegmatis (gyraza,
topoizomeraza Ib oraz topo MN - unkalna topoizomeraza typu IV) - nie s3 w stanie
komplementowa¢ u tego gatunku mykobakterii utraconej aktywnosci topoizomerazy 1. Zatem
topoizomeraza 1 Mycobacterium smegmtis moze by¢ rozwazana jako potencjalna tarcza
molekularna dla tuberkulostatykéw. Dodatkowym uzasadnieniem tej sugestii moga by,
moim zdaniem, wyniki pracy doktorskiej dr Aleksandry Strzelczyk, wykonanej w Zakladzie
Genetyki Drobnoustrojow UL pod kierunkiem prof. dr hab. Pawla Staczka, w ktorej
obowigzki recenzenta wypelniata dr hab. Dagmara Jakimowicz. Wyniki tej pracy dowodza, ze
niektore badane w tamtej pracy pochodne syntetycznych semikarbazydéw bardzo silnie
hamujg wzrost zarébwno Mycobaterium smegmatis, jak i Mycobacterium tuberculosis. Nie
udalo si¢ jednak wyjasni¢ mechanizmu ich antybakteryjnej aktywnosci. Zachodzi pytanie, czy
badane semikarbazydy zaburzajg funkcje/aktywnos¢ topoizomerazy I lub gyrazy, czy tez
dzialajg na zupelnie inne cele i molekularne mechanizmy?

Doceniam interesujgce wyniki o charakterze poznawczym uzyskane na modelu
skonstruowanego, modyfikowanego szczepu PS02, noszacego kopi¢ genu fopA pod kontrolg
regulowanego promotora ptetRO. Poziom transkryptu oraz biatka topA bez induktora byt
ponad 50 % nizszy niz w szczepie kontrolnym, za$§ w obecnosci tetracykliny w st¢zeniu 3 ng i
10 ng/ml byl, odpowiednio, 12 i 17 - wyzszy. Badania kinetyki wzrostu wykazaly, ze 50 %
zahamowanie syntezy topoizomerazy I spowalnialo wzrost modyfikowanego szczepu w
pozywce plynnej, szczegélnie wyraznie w czasie wzrostu w temp 42°C. Okazalo sig
natomiast, co ciekawe, ze bardzo duza nadprodukcja tego enzymu nie ma istotnego wpltywu
na tempo wzrostu komérek. Kolejne pytanie dotyczylo wplywu obnizonego poziomu TopA
na lokalizacj¢ i liczbe w komoérkach sergosoméw i replisoméw, a takze na czas trwania
poszczegblnych faz cyklu komorkowego i morfologi¢ komérek. Statystyczna analiza zdjeé
ponad 1200 komorek skonstruowanego szczepu PS07, z obnizonym poziomem TopA do
okoto 60% poziomu szcepu kontrolnego, pozwolila Doktorantce sformutowaé wniosek, ze
deficyt topoizomerazy 1 w komorkach M. smegmatis prowadzi do zaburzen, aczkolwiek
niezbyt wielkich, w procesach replikacji DNA i segregacji chromosomow.

Mgr Patrycja Skut podjela wigc kolejng udana probg sprytnej konstrukcji szezepu
PS16 o znacznie wigkszej deplecji biatka TopA - to jest do poziomu okolo 20 % szczepu
dzikiego. Badania tego szczepu metodami hodowli na podlozach statych i plynnych ujawnity
zdecydowanie wigksze, bardzo wyrazne zahamowanie wzrostu (rys. 55 i 56), a badania



technikami mikroskopii fluorescsencyjnej skupisk replisomu i sergosomu ujawnity w
szczepie w takg duzg deplecja biatka TopA znacznie wyrazniejsze zaburzenia w procesach
replikacji DNA, segregacji chromosomu, cyklu komérkowego oraz w morfologii komérek. W
podsumowaniu tej cz¢$ci pracy Doktorantka rekapituje na stronie 171 ,,morze” uzyskanych,
wynikow, skrupulatnie, a nawet drobiazgowo opisanych i udokumentowanych na 65 stronach
stwierdzajac cyt. W komdrkach z deplecig TopA obserwuje si¢ wystgpowanie dluzszych
komérek posiadajqcych kilka sergosoméw, oraz kilka replisomow, co oznacza zwigkszong
czestos¢ reinicjacji obecnych w komdrce oriC, oraz zaburzenia czasu replikacji. S‘wiadczy to
o czestszym wystepowaniu komorek wykazujgcych powazne zaburzenia cyklu komérowego”.
Zas w jednym z koficowych wnioskow dodaje cyt. ,,Badania sugerujq, ze istnieje graniczny
poziom TopA, ponizej kidrego wzrost badanego mikroorganizmu jest zahamowany, zwlaszcza
w warunkach stresu temperaturowego.

W ostatniej czesci wynikow mgr Patrycja Skut przedstawia wyniki dotyczgce
nieudanej proby konstrukeji szczepow zdolnych do ekspresji N - terminalnej oraz C-
terminalnej domeny biatka TopA M. smegmatis. Wydaje mi si¢, ze w $wietle wezesnigjszych
wynikéw niniejszej pracy, dowodzacych niezbgdnosei tego biatka dla zycia i wzrostu
komorek, takie proby skazane byly na niepowodzenie. Za$ udana konstrukcja domeny C-
terminalnej w szczepie M. smegmatis, noszacym w chromosomie takze natywng kopie genu
topA pod kontrola regulowanego tetracykling promotora, nie wrézyla, moim zdaniem,
uzyskania istotnych, klarownych wynikéw o roli biologicznej tej domeny w badaniach in vivo
z racji bardzo ztozonego ukladu biologicznego. Cel tego etapu pracy, ale do konca nie
spelniony, zrozumialem lepiej po przestudiowaniu Dyskusji, w ktorej Doktorantka
przedstawila hipotez¢ o mozliwej konkurencji sklonowanej czesci TopA z domeng biatka
natywnego lub jej oddzialywaniem z innymi biatkami lub z DNA. Pomimo licznych prob,
przy zastosowaniu bakteryjnego systemu dwuhybrydowego, zakladanych oddzialywan nie
udalo si¢ jednak eksperymentalnie ujawni¢. Natomiast obserwowane biologiczne efekty
zwigzane z nadprodukcjg w komorkach tej domeny, podobne jak w przypadku duzej deplecii
biatka TopA, nie wykluczajg takiej mozliwosci.

Bardzo wysoko oceniam $wietnie napisang Dyskusjg ocenianej pracy doktorskiej. W
tej waznej czgsci pracy doktorskiej mgr Patrycja Skut dowiodla, ze zna dane najnowszej
literatury przedmiotu i posiada rzetelng wiedzg¢ na temat bardzo zlozonych molekularnych
mechanizméw dotyczacych topologii i replikacji DNA, segregacji chromosoméw
bakteryjnych, podzialéw komoérkowych oraz mechanizméw ich regulacji. W spos6b
swobodny, z duzym znawstwem dyskutuje wlasne wyniki, konfrontujgc je umiejetnie z
wynikami innych autoréw. Szczegélnie interesujgce fragmenty Dyskusji dotycza konfrontacji
wlasnych wynikéw na temat roli biologicznej topizomerazy | Mycobacterium smegmatis z
wynikami 5 prac doswiadczalnych, opublikowanymi w latach 2013-2015 w znakomitych
czasopismach przez konkurencyjny zespol Nagaraja i wsp. na temat biochemii i biologii
topoizomerazy I Mycobacterium smegmatis i Mycobacterium tuberculosis.

W zakoniczeniu pragne stwierdzié, ze trzy ostroznie wnioski koricowe, sformutowane na
stronie 203, sq uprawnione w S$wietle bardzo dobrze udokumentowanych wynikow,
uzyskanych przy pomocy specjalistycznej aparatury oraz nowoczesnych technik i metod
molekularnych. Mgr Patrycji Skut udalo si¢ na poziomie pojedynczych komorek w
heterogennej populacji Mycobactrium smegmatis bardzo precyzyjne wykazaé, ze zaburzenia
topologii DNA w wyniku obnizenia poziomu lub aktywnosci topoizomerazy I prowadzq do
zaburzen replikacji chromosomdw, polegajgcych przede wszystkim na reinicjacji replikacji
oraz na zaburzeniach czasu trwania poszczegolnych faz cyklu  komdrkowego i



nierownocennego podzialu komérkowego. Zatem, mozna postawic ostrozny wniosek, ze cala
topizomeraza 1 lub konserwatywna C-termonalna domena tego bialka mogg byé
potencjalnymi celami dla syntezy nowych skutecznych tuberkulostatykow.

Whioski koncowe

W oparciu o dokonang analize tresci naukowych pracy doktorskiej mgr Patrycji
Skut, opracowanej w postaci autorskiej monografii, a takie na podstawie wlasnej wiedzy na
temat kierunkow poszukiwan naukowych w dziedzinie biologii molekularnej i genetyki
bakterii, realizowanych bardzo konsekwentnie od lat w Katedrze Mikrobiologii
Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego stwierdzam, Ze - oceniana praca doktorska
spelnia wymogi Ustawy 7 dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki - stawiane kandydatom ubiegajgcym si¢ o stopien
doktora w dziedzinie nauk biologicznych. Stqd, z pelnym, naukowym przekonaniem wnosze
do Rady Naukowej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie
Pani mgr Patrycji Skut do kolejuych etapow przewodu doktorskiego.

Nie wnosz¢ jednak o stosowne wyrdznienie tej ambitnej i bardzo dobrze zrealizowanej
pracy doktorskiej, bowiem opisane w monografii wyniki nie zostaly dotychczas opublikowane.
Spis zalgczonego do monografii doktorskiej dorobku naukowego mgr Patrycji Skut obejmuje,
co prawda, wspolautorstwo 2 prac doswiadczalnych oraz 1 pracy przeglgdowej, jednak ich
tematyka nie jest bezposrednio zwigzana z tematem i celami Jej pracy doktorskiej.




