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Ocena rozprawy dołitorskiej mgra Marcina Jana §zafrana pt ,rWysokoproce§ywna

topoizomeraza I ze Streptomyces coelicolor - dynamika proce§u relaksacji DNA

oraz rola biologiczna enąrmu".

Pan mgr Marcin Szafuzn wykonał swoja pracę doktorsĘ w Zakładńe Mikrobiologii

Molekularnei Wydziału Biotechnologii Uniwetsytetu Wrocławskiego pod kieruŃiem dr hab. Dagmary

Jakimowicz. W skład foupfa\il/y doktorskiej wchodzą dwie prace eksperymentalne opublikowane w

wioĄcych czasopismach z zdetesu mikrobiologii i biologii molekularnej - Joumal of Bactedology (5-

letni IF _ 3,586) i Nucleic Acids Reseatch (IF - 8P55) oraz dwie ptace przegĘdorre opublikovzane w

kaiov,rym czasopiśmie, indeksowanym na liścię JCR - Postępach HĘieny i Medycyny Doświadczalnej

(IF - 0,55). Łączlly sumaryczny współczynnik oddziaływania czasopism, w któt7ch zndazły się

zaŁączone publikacje wynosi zateln 12,74. Zbiót publikacii został poprzedzony fu$tlcim, niespełna 2-

stonnicowym streszczenierą zatówno w ięzyku polskim iak i angielskim. Do wydruku został róvnież

dołączony pięciostronicowy autoteferaą sanowiący dodatkowe, nieco bardzie| rozbudovrane

streszczenie projektu doktorskiego. Przedstawione oŚwiadczenia współautorów, wskazuiace, że

mgr Marcin Szafran brz,ł udziaŁ zatówno w wykonywaniu kluczowych eksperymentów, jak i
sporządzańa dokumenacii onz pzygotowywaniu i kotekcie manuskryptu, a u,kże fakt, że we

wszystkich czterech publikaciach był On pierwszym autofem (w jednym z arrykułów pzegĘdovrych

dzieJipozycie pierwszego autota z drĘąosobą) upoważniaiąmnie do st§/ierdzeńa.,żewkład Doktoranta

w powsanie tych prac był dominuiłcy i mogą one być włączone §/ cykl publikacji stano\rący fozpra§/ę

doktorską.
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Nadrzędnym celem realizowanego pffiez rrrgt. Marcina Szaftaaa ptojektu doktorskiego było

poznanie mechanizmów ruądzących plocesem segregacji chtomosomów podczas podziałów komótek

promieniovrców z gatunku Smparrgces coel,icobr. PĄekt ten wpisuie się w nut długoletnich badń

biologii promieniovrców (Aairobałeria) na poziomie molekulamyrą realizowanych pmez zespół

prof, dr hab. Jolanty ZakneslskłĄ-Czerq/ńskiei. W odtóżnieniu od większości bakteĄ których

chtomosomalny DNA jest kowalencyinie zamknięĘ,tsłotząc kolisą cząsteczkę,promieniowce z todzaja

Strptołłryus posndaj+ lioo*y chtornosom. Ponadto, dtobnoustroje te rosną w postaci grzybni, któtej

stzępki chanktetyzuił sie silnym ztóżnicosłaniem motfologicznym i funkcionalnym, między innymi

część z nich, tworzących zw. gzybnię powietrzną może ulegać pnekształceniu w zarodniki. Zjawisku

temu to§/atzyszy kondensacia kilkudziesięciu chtomosomów, które są następnie segrego§/ane do nouro

povstajacych spor, §lyzllłczrrnych ptzez tworzące się przegtody poptzeczne. Głównym białkiem,

odpowiedzialnym za ptoces segegacii chtomosomów, iest ParB, które rozpoznaje i wiąże się do

selslencii parS, szczególnie silnie reprezento§/anych w regionie inic|acii rcplikącji ońC, ffiłotzLc

kompleksy nukleoproteinorre, określane w litefatufze jako segtesomy. Punktem *yiś.i" proiektu

mgf. Marcina Szafnna stało się zidentyfiko.vańe, ptzez dt hab, Dagmatę Jakimo,,wicz, białka

o charakterze topoizomeazy I (oznaczonego późńej jako §lTopA), któte tozpoznawało kompletsy

ParB-DNA(pmS). Doktorant podiął się ptóby scharaktetyzowania właściwości biologicznych

i fizykochemicznych tego enąImu, iego roli w procesie segtegacii chromosomóul. Dzięki znakornitemu

wanztatowi doświadczalnemu, wypfacowanemu w ZakJadńe Mkobiologii Molelrulamei Uniwersytetu

lWtocławskiego, a także dzięki szerokim kontaktom i doświadczeniu, zarówno Ptornotora iak

i Kietownika Zakłada,mgr Marcin Szafnnmiał do swojej dyspozycii niemal nieograniczone możliwości

badavrcze i potrafił z nich w pełni skorzystać. Na szczególne podkeślenie zasługuje wacllLun

no§rocuesnych technik molekularnych, jakimi że zrra§Istwem, sĄdząc po efektach, posługiwał sĘ

Doktotant (m,in. techniki konstukc|i mutantów i klonowania genów prą, uzyciu ukietuokowanych

procesów tekombinacit, tóżrc odmiany PCĄ oczyszczańe i ozlaczańe aktywności białek technikami

elekttofotety cznym\ chromatogtaficznymi, spektroskopowymi, otaz p.rzy ,rł.i, pułapkowania

m€netycznego, immunopreqpitacja w technologii ChIP, miktoskopia fluorescencyina). Do

najsłażńeiszych osiągnięć mgt. Marcina Szaftana, które zbiotczo można by określić iako wzbogacenie

dotychczas obowĘzującego modelu segtegacji chtornosomów bakteń z todzzju SnPnnjas o udział

białka JlTopA, zŃczartmrłaszcza: a) wykazaueuięatńbi^łkż JlTopA w sąsiedztwie sekwenciiParJw

obecności PatB, ale ńe poptzez bezpośtednie oddziaływania ż tym białkiem, co sugeruje genetowanie

zmian topologicznych DNA w badanym obszatze, które są następnie tozpozflawatle ptzez JlTopA, b)

wykazanie, że znaczące (2O-krotne) obniżenie poziomu eksptesji białka JlTopA skutkuje zabamowaniem

tempa \wztostu badanego drobnoustroju oraz zaburzeniem pfocesu sporulacii, prawdopodobnie na

skutek konfliktu topologicznego geoefowanew pneż białk<l ParB, co zostało pośrcdnio potwietdzone,

gdyż usunięcie genu kodującego ParB prryvtacało prawidłowy fenotyp szczeprą c) oznaczeńe

właściwości biologicznych i fizykochemicznych JlTopA, §/ tym pomiarów relaksacii DNA w czasie

rzeczywistym przy pomocy wysublimowanych technik badawczych.



Kotzystajac z ńedzy i niemałego juz doświadczenia Doktoanta chciałbym v/ tym miejscu

poptosić, czy mógłby przedstawić swój pogląd, |akiego typu zmiany topologiczne mogą być generowane

puez białko PatB, źe wytr;o;ga1ią one intetrłrencii topoizomeruzy I aĘ umoźliwić prawidłową sęgl€gącię

chromosomów w procesie sporulacji.

Badania ptzeprcsładzone ptzez mgt. Marcina Szzftana, mające na celu schatakteryzowanie

właściwości topoizomerazy TopA S. nelimlor, optócz niewąęliwego waloru pozna§|czego' posiadaią

tównież długofalowy potenciał ptaktyczny. §(/ dobie nafastaiącego problemu lekooporności

dtobnousttoiów, znacznahczba ośrodków na caŁym świecie poszukuie dogodnych celów dla skutecznei

antybiotyko_ i chemoterapii. Wśród baktedi z rcdzajv Stąnnjas obok gannkóvz niechorobonvórczycĘ

jak S. nelinba wy§tępuiątąkie patogeny takie iak S. uabies, S. sudanelis czy S. somaliensis, jednak znaczńe

ważniejszy iest fakt bliskiego pokrewieństwa tego rodzaiu bakterii z mykobakteriami, wśtód których

szczegillne znaczęńe §/ patogenezie odgrywa Mllcobactńum tabmulosis. Pątki gruźhcy wtaa z inflymi

pratkami chorobotwórczyai stanowĘ na świecie przyczynrę zgoniw blisko 1,5 rnki ludzi rocznie , z czego

w 2a12 roku ok. 170 tys. zgoaów zostało spowodowanychptzez ptątki wielolekoopome. Wydaie się, że

dla zwalczania zakażeń wprroływanych ptzez bakteie nńeżące do typu A*inabacteria, obeimuiącego

zatówno ptomieniowce iak i kwasoopome ptąĘ topoizometaza I stanovri dogodny cel molekulamy. §7

o&óżnieniu od większości powszechnie występuiących patogenów, duża repfezentacja ptzedstawicieli tei

glupy drobnoustroiów posiada bowiem minimarny ze§tav topoizometaz, obeimuiący grazę i
topoizomerazęI, zapevniaiacy prawidłovzą horneostazę poziomu supersktęcenia DNA w komórce. Tak

więc poznanie właści,,łzości białka TopA st\xnżza podwaliny dla możliwości optacowania nowych,

ukierunkowanych leków dla tetapii antydrcbnoustroiowej. Szczegółowe podstawy teotetyczne, jak

również aktualny stan wiedzy na t€mat wykorzystania topoŁomeraz iako celów dla współczesnej i
ptzyszŁej anĘbiotykotetapii zostały zawatte w dwóch interesuiących artykułach pzegladowych

wchodzących w skład fecenzo§/atrej tazpnwy doktorskiej i stanoviących logiczne uzupełnienie prac

elrsperymentalnych.

W zasadzie, reputacja czasopism w których swoie prace, szczególńe te eksperymentalne,

opublikował mgt Matcin Sztfłan, znpe\ifiarry ptzez ich redakcie skrupulatny, rzete]ny pfoces tecenzjq

1ęalizgw7utly ptzez naiwybitnieiszych fachowców z odpowiednich dyscyplin naukowych, zslalńa rnnie z

obowiązku dalszei, szczegółovrej anŃzy pnedłożonych materiałów, iednakże z pzywileju fecefrżenta, a

rnkże ze względów dydaktycznych, chciałbym zwrócić u§/agę Doktoranta na kilka zagadnień.

§7 swoiej pracy przegladovłej dotyczącej tolł biologicznei topoizomeraz typu 1 mgt Matcin

Szafnn pisze, że ,,...mąmiesą9rynie domen na konkntqch daPacll Eklu konórkłwego rydEe się stałe...".

stxrierdzenie to wydaje mi się nie do końca ptecyzyjne, myślę, że |est to pewien skrót myślowy,

wynika|ący z asocjacji danych na temat zzchowańa domen supethelikalnych olaz lokalŁacii

poszczególnych foci w obrębie makrodomen chtomosoruJnych w trakcie cyklu Ąciowego niektórych

gatunków bakterii. Prosiłbym zatem Doktoranta o rozrvinięcie tego zagadńenia podczas publicznei

obrony. Nie do końca zgadzam się też ze stwierdzenietn,że,,...ekspresja tych genów jest zahamowana,

gdy chtomosom znajduie się w stanie zrclaksorranym (telaxation-repressed genes)". O ile w wersii

angielskie| mamy tryb niedokonany (w wolnym tłumaczeniu mog§byśmy powiedzieć ,,do teptesji



dochodzi w ffakcie relaksacji" co lest poprawne), o Ęle w tekście polskim powyższe stwietdzenie

sugeruje, że chromosom (badź jego niektóte domeny) znljduje się w formie ztelaksowanej, a zatem

pozbawionei superskręcenia, co nie iest pmwdą. Zalńera on wyłącznie obszary o nieco mniejszej,

negatywnej gestości superhelikalnei, co jest wystarczające do zahamowania transkrypcji z wrażliwych

ptomototów. Ponadto, nie udało mi się znńeźć odpovdedniei pozycii bibliograficznej na temat udziału

białka Fis w otganizowaniu mikrodomen. Cytovrana publikacja nt 65 dotyczy zupełnie i*.go
zagadńeńa.

\r odniesieniu do publikacji z J. Bactedology, chciałbym fia ptzyszŁość zasugerować

Doktorantowi, aby do anŃz dystrybucii topoizometów plazmidu repoftero§/ego ("y"io" 2C)

izolowanego z indukowanego sżcżepu stosować tozdziaŁ elektoforetyczny §/ obecności intetkalatora,

np. cblorochino[ny. O ile w badaniach in ńtm zmiany topologu DNA w obecności topoŁomeraz są

zamłycza1 vytńńe widoczne i następuie szybki ubytek bądź ptzytost supersktęconej formy DNA (w

zakeżnaśą od rodzaiu zastoso§/artei topoŁomenzy), o tyle zmiany topologri zachodzące in ńu bpvaja

bańziej subtelne, ,w zńązl§ z rW poprawienie rczdzLelczośa techniki ,§v, obszatzę ftakc|i

supersktęconego DNA, poprzez dodatek interkalatora, może przynieść intersujące informacje.

Nie bardzo rozumiem stosorxranie liczby rnnoglei ,prase§" zulłaszcza zestawieniu tego okrcślenia w fotmę

,,Topoisomefases of dass I and II (gyrases)..." gdyż sugeruje to, że Topo II i gymza to synonirą a

ponadto, występuie więcei niż jeden tego typu enrymw komórce.

Z koIei w oświadczeniach współautorów dotyczących artykułu przeglądowego nt. inhibitotów

rcpfikac|i porządek autotów iest niezgodny z oborńązu|łcym w oryginalnei publikacji.

Te dtobne uwas ocrywiście w żadnym stopniu nie umnieiszaią moiei batdzo wysokiei

ocerry prezentowanei rozpnwy mgt. Malcina lana Szafraną aatetln z pełnym ptzekonaniem

stwietdzam, że spełnia o§a v.rymagania stawiane współczesnym pfacom doktotskim. Wnoszę

zateftI do Wysokiei Rady Wydziału Biotechnologii Uniwetsytetu Wtocławskiego o przyiecie tei

fozpfawy i dopuszczenie Doktotanta do dalsrych etapów ptzewodu doktotskiego. Jednocześnie,

ze względu na Jego wkład ptacfl a także oryginalność wyników ibatdzo wysoki merytofyczny

poziom, przelrładaiący się na publikacie w tenomowanych czasopismach naukowycĘ

puedkładam Vysokiei Radzie wniosek o wytóźnienie ptacy sto§ownąnagodą.
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