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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Zygaty-Pytlos
pt.: ,Wykorzystanie wzorcéw ewolucyjnych do optymalizacji inhibitoréw gyrazy
Mycobacterium tuberculosis”

Rozprawa doktorska mgr Darii Zygaty-Pytlos przedstawia wyniki badan zmierzajacych
do opracowania metodologii identyfikacji regionéw biatek kluczowych dla wrazliwosci lub opornoéci na
antybiotyki, opartej na wzorcowaniu ewolucyjnym wykorzystujgcym gyraze M. tuberculosis jako
modelowy cel molekularny terapii przeciwgruzliczej. Rozprawa doktorska zostata przygotowana pod
opieka promotorki dr hab. Anny Brzostek, w ramach projektu naukowego Sonata BIS 9 kierowanego
przez dr Aling Minias. Zespét, w ktérym badania prowadzita Doktorantka specjalizuje sie m.in.
w badaniach biologii M. tuberculosis oraz poszukuje nowych celéw terapii oraz zwigzkdow

antybiotycznych przeciwko tej bakterii, co ma znaczenie dla wsparcia naukowego, na ktére mogta
liczy¢ Doktorantka.

Zakazenia pratkami gruilicy majg charakter globalny, rosnacy w wielu regionach swiata, trudny do
opanowania ze wzgledu na migracje ludnosci oraz rosngcy lekoopornoéé szczepow M. tuberculosis,
w tym wielolekoopornos¢ indukowang stosowaniem antybiotykéw. W konsekwencji, jak wskazujg
dane Swiatowe] Organizacji Zdrowia, gruzlica jest gtéwnga przyczyng zgonéw spowodowanych przez
pojedynczy czynnik zakazny oraz znajduje sie wéréd 10 najczestszych przyczyn zgonéw. Dlatego
badania naukowe mgr Zygaty-Pytlos wpisuja sie w aktualny trend badarn prowadzonych na $wiecie.
Zmierzajacych do wyjasnienia mechanizméw obserwowanej lekoopornosci, opracowania nowych
metod projektowania lekéw, wskazania nowych celéw molekularnych dziatania antybiotykéw oraz
identyfikacji nowych antybiotykéw.

Rozprawa doktorska mgr Zygaty-Pytlos ma forme monografii. Zawiera wszystkie elementy
konieczne do jej rzetelnej oceny, w tym oceny aspektow wskazanych jako koniecznych do nadania
stopnia doktora w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyziszym i nauce,
tj., 1/ prezentowania ogdlnej wiedzy Doktorantki, 2/ wykazania umiejetnosci Doktorantki do
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz 3/ wskazania na to, czy samodzielnie rozwigzafa
problem naukowy.

Ad 1. Doktorantka we wstepie swojej pracy zwiezle przedstawita zagadnienia zwigzane
z epidemiologia zakazen M. tuberculosis, mechanizmami opornosci na antybiotyki, oraz, bardzie]
szczegotowo opisata gyraze jako molekularny cel terapii przeciwgruizliczej, ktory jest gtéwnym
tematem jej badari. Scharakteryzowata réwniez wybrane zagadnienia ewolucyjne, co jest istotne dla
zrozumienia hipotezy badawczej oraz badar doktorskich. W rozdziale Materiaty i metody doktorantka
doktadnie i logicznie opisuje procedury i protokoty zastosowane w badaniach, a takie wykazuje
wykorzystane odczynniki, plazmidy i oligonukleotydy. Kompletnos¢ tego rozdziatu swiadczy o wiedzy
metodologicznej i opanowaniu warsztatu badawczego. Rozdziat Wyniki jest starannie przygotowany
i przedstawia wyniki badart w spos6b uporzadkowany i czytelny. W rozdziale Dyskusja Doktorantka
omawia wyniki swoich badan w szerszym kontekécie dotychczasowej wiedzy, podkreslajac swoj wkiad
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w rozwdj badari w zakresie biologii i zwalczania zakazen M. tuberculosis, rownoczesdnie zauwazajgc
ograniczenia swojej pracy. Rozprawa doktorska zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym
i opatrzona licznymi rysunkami i schematami utatwiajgcymi $ledzenie opisywanych zagadnien, zaréwno
w czesci teoretycznej pracy, metodycznej, jak i w wynikach. Doktorantka cytuje opublikowane prace
adekwatne do opisywanych zagadnien. Nieliczne bfedy jezykowe, merytoryczne czy okreslenia
zargonowe nie przeszkadzajg w czytaniu i zrozumieniu pracy. Wymienione cechy pracy wskazujg na
to, ze Doktorantka posiada ogdlng wiedze w zakresie biologii, w tym biologii molekularnej
i medycznej, szczegblnie w obszarze hadan nad M. tuberculosis, ktéra potrafita wykorzysta¢ w pracy
naukowej.

Ad 2. Cel pracy doktorskiej zostat precyzyjnie okreslony, a badania naukowe byty konsekwentnie
i metodycznie realizowane. Doktorantka wykonata wiekszo$¢ prac opisanych w rozprawie
samodzielnie, a udziat oséb trzecich lub wyniki uzyskane poza jednostka macierzystg w ramach stazu
zostaty dodatkowo zaznaczone. Mozna dyskutowac, czy wyniki bioinformatyczne uzyskane przez
Doktoratke w okresie pracy magisterskiej powinny by¢ przywotane w pracy doktorskiej w formie
cytowania, a nie opisywane, ale konwencja przyjeta w rozprawie pozwala na doktadniejszy opis analiz
bioinformatycznych, ktére stanowig punkt wyjscia do pracy doktorskiej. Cato$¢ pracy jest spéjna,
logicznie zaprezentowana; najwazniejsze aspekty sg wtasciwie podkreslone, co wskazuje na to, ze
Doktorantka potrafi samodzielnie prowadzi¢ prace naukowa, stosownie do etapu rozwoju
naukowego.

Ad 3. Gtéwna hipoteza pracy doktorskiej zaktadata, ze wykorzystujac algorytmy ewolucyjne oraz
bazy danych sekwencji genéw, mozna wytypowaé kodony konserwatywne oraz kodony zmienne
w genach istotnych dla komdrki biatek, ktére mogg wskazywaé na regiony odpowiednio niezmienne
i kluczowe dla aktywnosci biatek oraz przezycia komdrek, a takze regiony podlegajace zmianom,
odpowiadajgce za rozwdj opornosci. W konsekwencji informacje mozna wykorzystaé do projektowania
zwigzkéw hamujacych aktywnos¢ biatek, a takze do diagnostyki zakazeh lekoopornych oraz do
przeprojektowywania lekéw. Nie jest to catkowicie nowa hipoteza, a préby racjonalizacji
projektowania lekéw trwaja juz od dawna, przy czym wykorzystuje sie rézne podejécia badawcze
analizujgce sekwencje biatek, ich strukture czy oddziatywania miedzyczasteczkowe. Znaczenie takich
racjonalnych podejs¢ rosnie wraz z rozbudowa baz danych i rozwojem narzedzi bioinformatycznych,
w tym sztucznej inteligencji. Doktorantka w swoich badaniach wykorzystata podjednostki gyrA i gyrB
M. tuberculosis i przeprowadzita analizy ewolucyjne w celu wskazania kodonéw konserwatywnych
i zmiennych gendw. Nastgpnie, aby zweryfikowa¢ znaczenia wytypowanych kodonéw dla aktywnosci
gyrazy i opornosci na antybiotyki, Doktorantka wykonata szereg badari in vivo i in vitro analizujgcych
wptyw wytypowanych kodonéw na wrazliwo$é/opornosé M. tuberculosis oraz aktywnosé samej gyrazy.
Aby przeprowadzi¢ badania weryfikujace, Doktorantka przygotowata rozbudowany warsztat badawczy
w postaci rekombinowanych szczepédw w obrebie genéw gyrA/gyrB, bedacych matryca do dalszego
wprowadzania mutacji punktowych w podjednostkach gyrazy; nastepnie przygotowata rozbudowany
zestaw zmutowanych szczepéw M. tuberculosis wykorzystywanych w poréwnawczych analizach
fenotypowych wzrostu i wrazliwosci/opornoéci na antybiotyki celujace w gyraze. Do badan in vitro
Doktorantka skonstruowata plazmidy do ekspresji rekombinowanych wariantéw gyrazy i oczyscita
wiele wariantéw podjednostek GyrA i GyrB. Doktorantka nastepnie scharakteryzowata aktywnosé
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wariantow gyrazy w testach wprowadzania superskretéw, dekatenacji i linearyzacji DNA oraz w teécie
ATPazowym, w obecnosci lub przy braku antybiotykdw, przy czym analizy i antybiotyki dobierane byty
racjonalnie w zaleznosci od regionu biatka, w ktérym zmieniony zostat kodon. Korficowym etapem
pracy Doktorantki, prowadzonym we wspétpracy z dwoma oérodkami naukowymi, byto wykorzystanie
sekwencji gyraz (form dzikich oraz wariantéw o zmiennych i konserwatywnych kodonach), do
identyfikacji nowych zwigzkéw hamujgcych aktywnoéé gyraz, anastgpnie analiza potencjalnej
aktywnosci inhibitorowej wybranych zidentyfikowanych zwigzkéw. W wyniku swoich badan
Doktorantka wytypowata szereg kodondw konserwatywnych oraz zmiennych, zaréwno znanych
z udziatu w indukowaniu antybiotykoodpornosci, ktére potwierdzity poprawnos¢ zatozeri i mozliwosci
analizy, jak i nowych, dotychczas niewigzanych z antybiotykoopornoscia. Doktorantka wykazata tez
znaczenie wybranych zidentyfikowanych kodonéw dla aktywnosci gyrazy, w tym wrazliwosci lub
opornosci na antybiotyki. Ponadto Doktorantka wytypowata nowe zwigzki, ktére mogg hamowaé
gyrazg, a dziafanie niektérych sprawdzita eksperymentalnie. Cztery z tych zwigzkéw sg obiecujacymi
kandydatami do dalszych badan nad ich potencjalnym wykorzystaniem w terapii przeciwgruzliczej.
Wyniki uzyskane w pracy sg dobrze opisane, logicznie przedstawione, zaprezentowane w postaci
licznych rysunkéw, wykreséw i tabel. W analizach stosowano odpowiednie kontrole, dlatego wyniki sa
wiarygodne i przekonujgce. Wyniki rozprawy s3 nowatorskie, a Doktorantka kompleksowo i w sposdb
metodyczny potwierdzita teze postawiong na poczatku swoich badar. Dlatego rozprawa stanowi
oryginalne rozwigzanie postawionego problemu naukowego, a do najwazniejszych osiagnieé nalezy

zaliczyé:
e wykazanie na przyktadzie gyrazy M. tuberculosis, ie zastosowane metody wzorcowania
ewolucyjnego mogg by¢é wykorzystane do  wyjasniania mechanizméw opornosci

i projektowania/poszukiwania nowych lekdw,

® zidentyfikowanie nieznanych dotychczas mutacji odpowiedzialnych za opornos¢ na antybiotyki
przeciwgruzlicze,

e zidentyfikowanie nowych zwigzkéw o potencjale antybiotycznym w stosunku do M. tuberculosis,

® skonstruowanie szczepdw rekombinowanych M. tuberculosis AgyrA/attB::gyrA i M. tuberculosis
AgyrB/attB::gyrB jako narzedzi do badania aktywnosci gyraz in vivo.

Po zapoznaniu sig z rozprawa nasunety mi sie nastepujace uwagi, pytania lub komentarze:
Materialy i metody:

Spis materiatdw i opis metod zostaty dobrze przygotowane, jednak niektére warunki wydajg sie
odbiegac od typowych:

® Rozdz. 3.5.3: w amplifikacji DNA stosowano 1 uM stezenie starteréw - wyisze niz producent
zaleca i wyzsze niz standardowo stosowane. Jeéli takie stosowano, to prosze o wyjasnienie,
z czego wynikata zmiana.

® Rozdz. 3.6.2 i 3.6.3: do reakcji odwrotne]j transkrypcji uzywano 10 ng RNA, a ilos¢ cDNA
uzywanego do reakcji qPCR mierzono, aby wzigé 10 ng cDNA. Zwykle uzywa sie wiecej RNA
w reakcji odwrotnej transkrypcji, a ilosci ¢cDNA po przeprowadzonej reakcji odwrotnej
transkrypcji sig¢ nie mierzy. Czym byto podyktowane uzycie stosunkowo matej ilosci RNA
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i dlaczego mierzono stezenie cDNA? W tym miejscu zapytam tez, czy wykonano analizy
wydajnosci starteréw, aby mozna byto zastosowac podang w pracy metode analizy transkrypcji
genéw? Zauwaze tez, ze w pracy nie podano sekwencji starteréw sigA wykorzystywanych
w reakcji RT-gPCR do powielenia kontrolnego genu.

e Rozdz. 3.7.3: w procedurze izolacji biatek stosowano zaréwno PMSF jak i koktajl inhibitoréw?
Zwykle koktajle inhibitorowe zawierajg inhibitory proteaz serynowych (przy okazji tej uwagi
dodam réwniez, ze brakuje istotnej informacji: co to byt za koktajl).

Stezenia lub ilosci wykorzystywane w reakcjach powinny by¢ jednoznacznie definiowane; w pracy
natomiast wkrada sie zamieszanie, czasem przez doprecyzowanie; np.. Rozdz. 3.8.2 str. 89: ,3 ul
enzymu o stezeniu odpowiadajgcemu 10 U” albo rozdz. 3.8.1 ,3 ul enzymu o stezeniu
odpowiadajgcemu 10 U (1U w mieszaninie reakcyjnej)”. W tym ostatnim przypadku objetosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 30 pl, to ile enzymu dodano? Moze lepiej w takich sytuacjach
zdefiniowac jednostke enzymatyczng (co ma miejsce w pracy) i postugiwac sie stezeniem wyrazonym
w jednostkach aktywnosci na jednostke objetosci (np. U/ml).

Zwracam tez uwage na to, ze niektdre szczegdty analiz, czasem oczywiste dla eksperymentatora, sg
istotne dla uzyskanych wynikéw, a wiedza o nich jest konieczna, aby powtdrzy¢ eksperyment
z podobnym wynikiem w innym laboratorium. W pracy w niektérych opisach zabrakto tych
szczeg6towych danych technicznych, jak np. w Rozdz. 3.3.3 nie podano informacji o kuwetach
stosowanych do elektroporacji M. tuberculosis (w tym wypadku rozmiar szczeliny jest istotny), a w
Rozdz. 3.7.7 nie wspomniano o rodzaju kapilar wykorzystywanych w analizie stabilnoéci termicznej
biatek (istnieja dwa typy, ktérych parametry moga znaczaco wptywacé na wyniki). Warto o tym
pamiegtac, przygotowujac publikacje.

Whyniki:

Znakomita wiekszo$¢ wynikéw jest bardzo dobrze udokumentowana; mojg watpliwoé¢ wzbudzita
jednak interpretacja analizy tworzenia heterokomplekséw GyrAGyrB (Rozdziat 4.4.2.4 i Ryc. 4.33).
Biatka GyrA i GyrB migruja bardzo podobnie w zelu; w takim wypadku drobne zaburzenia migracji lub
zmiany konformacji biatek na skutek modyfikacji (np. nieodwracalnych utlenief na ztozu niklowym)
moga wplywac na interpretacje wynikdw i dlatego nalezatoby zastosowaé inne metody detekcji biatek
w kompleksach (np. immunoblotting). W kompleksach zwigzanych do ztoza i eluowanych imidazolem
stechiometria GyrA:GyrB jest daleka od 1:1 ($ladowe ilosci GyrA zwigzaly sie z GyrB, réwniez
w przypadku wariantéw natywnych). Kontrola specyficznosci wigzania GyrA wskazuje na to, ze biatko
nie oddziatuje ze zlozem, ale jednak tak stabe wspétoczyszczenie z GyrB moize sugerowacé
niespecyficzne oddziatywania GyrA z dowolnym biatkiem zwigzanym ze zfozem. Moim zdaniem, trudno
jest wnioskowac jednoznacznie, ze kompleksy GyrA:GyrB sig tworza w sposéb prawidtowy.

W czesci wynikowej pracy brakuje informacji o doktadnej liczbie powtérzer wykorzystanych do
obliczenia wynikéw zbiorczych (np. IC50), lub informacji o tym, ze przedstawiane wyniki (np. rozdziaty
elektroforetyczne) sa reprezentatywnymi wynikami z kilku (i z ilu) powtérzen. Nawet jesli w rozdziale
Materiaty i metody podano takg informacjg (np. w Rozdz. 3.3.4 podano, ze ocena wartoéci MIC zostata
wykonana w minimum trzech powtérzeniach biologicznych i dwdch technicznych), to pod rysunkami
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i wykresami powinny by¢ podane informacje o liczbie powtérzen odnoszgce si¢ do konkretnej analizy
i wyniku.

Wyniki sg bardzo dobrze zaprezentowane i czytelne, z wyjatkiem opisu rysunkéw przedstawiajgcych
stabilnos¢ termiczng biatek. Czcionka opisujgca osie oraz legenda opisujgca warianty biatek sg zbyt
mate i warto na to zwréci¢ uwage podczas przygotowywania wynikéw do publikacji.

Nie powinno sie uzywac réznej liczby cyfr do podawania wynikow analiz, jesli nie wynikajg one
z roznic w doktadnosci pomiaréw lub obliczen. Np. w Tab. 4.4 lub 4.19 rozcieAczenia przygotowywano
z taka samg doktadnoscia, a w Tab. 4.9 btad pomiaru réwniez prawdopodobnie byt taki sam, a liczba
cyfr znaczacych w poszczegéinych polach tabeli jest rézna. Pomijanie cyfry ,0” jesli jest liczbg znaczaca,
nie jest poprawne.

Uwagi ogélne do pracy:

Zamienne stosowanie jednostek stezen masowo-objgtosciowych lub molowych sprawia trudnogci
w porownywaniu danych i wynikéw, szczegdlnie w przypadku czasteczek o réznych masach molowych
lub wtedy, gdy nie znamy jej doktadnie (np. ,Podobnie dziatajg zwiagzki bedgce pochodnymi karbazoli,
benzoindolu, czy indolu, zdolne do hamowania aktywnosci ATPazowej w 50% (IC50) przy stezeniu
<1 pM iz wartosciami MIC wzgledem szczepu M. tuberculosis H37Rv <25 ug/ml £). Nie jest to problem

tylko pracy Doktorantki, to do$¢ czesto napotykana niekonsekwencja w podawaniu danych lub
wynikow w tego typu analizach.

W pracy znalazly sig nieliczne btedy jezykowe, merytoryczne lub okreélenia zargonowe, na ktdre
zwracam uwagg z obowigzku recenzenta. Np. na stronie 31 podano informacje, ze »Pacjentom podaje
sig 400 mg moksyfloksacyny raz na dobe’ oraz wzaleznoéci od masy ciata 750 -1500 mg
lewofloksacyny raz na dobe®®”, podczas gdy terapie stosuje sie zamiennie a nie réwnoczesnie, dlatego
zamiast oraz powinno by¢ stowo lub; na stronie 27 grupe fosforanowa DNA opisano jako grupe
fosforylowa; w Tab. 3.1 wskazane pochodzenie modelowego szczepu M. tuberculosis H37Rv powinno
si¢ odnosi¢ do oryginalnego Zrodta, kolekcji lub publikacji; na stronie 52 podano, ze do transformacji
E. coli uzyto 100 ug DNA, a byfo to raczej 10-100 ng; w pracy stosowane jest okreslenie ,krysztat”
w rozumieniu struktury krystalicznej lub danych tej struktury, np. strona 39 Ryc. 1.19: (...) Krysztat 6ZT5
(A, B) oraz 2BM4 (C) pobrano z bazy PDB? (...)); strona 54: »Krzywe regresji dopasowano wykorzystujac
model regresji nieliniowej, logistycznej uwzgledniajacej fazy wzrostu bakterii.”

Powyzsze uwagi i komentarze nie wptywajg na mojg bardzo wysoka ocene pracy doktorskiej
i uzyskanych wynikéw. Warte podkreélenia sg 1/ ogrom pracy wiozonej w przygotowanie materiatéw
do badan, w tym skonstruowanie licznych zmutowanych szczepéw M. tuberculosis oraz wektoréw
ekspresyjnych, izolacja wielu wariantéw biatek, 2/ przeprowadzenie wielu analiz kompleksowo
rozwigzujgcych problemy postawione w pracy , w tym analiz in vivo, co nie jest trywialne w przypadku
wirulentnego, wolnorosngcego szczepu M. tuberculosis H37Rv; oraz 3/ uzyskanie wartosciowych,
wielowymiarowych wynikéw badari o znaczeniu poznawczym, diagnostycznym, ale takze potencjalnie
terapeutycznym w zakresie zastosowania zaproponowanej metodologii do poszukiwania zwigzkéw
antybiotycznych lub dalszych badan nad zidentyfikowanymi zwigzkami. Warto doda¢, ze mgr Zygata-
Pytlos jest wspétautorka pieciu opublikowanych prac naukowych zwigzanych z tematykg pracy
doktorskiej, oraz 10 zgtoszer konferencyjnych, co wskazuje na to, ze jest aktywnym mtodym
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naukowcem angazujgcym sie w badania zespotu. Wyniki rozprawy doktorskiej nie sg jeszcze
opublikowane, ale stanowig juz solidny materiat do opracowania manuskryptow.

Podsumowujac recenzje rozprawy doktorskiej, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Zygaty-
Pytlos stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje ogélng wiedze teoretyczng
Doktorantki w dyscyplinie nauk medycznych oraz wskazuje na to, ze doktorantka potrafi samodzielnie
prowadzi¢ prace naukowa. Rozprawa doktorska mgr Darii Zygaty-Pytlos spetnia warunki okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Dlatego wnosze do
Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN o dopuszczenie Pani mgr Darii Zygaty-Pytlos do
dalszych etapdw postepowania ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu w dyscyplinie nauk medycznych.

Majac na uwadze wysokg wartos¢ uzyskanych wynikéw, ich szeroki zakres strukturalno-
funkcjonalny, kompletno$¢ oraz znaczenie nie tylko poznawcze, ale potencjalnie aplikacyjne
w diagnostyce i opracowaniu nowych zwigzkéw terapeutycznych, wnosze o wyrdinienie rozprawy
doktorskiej.

prof. dﬁab. Anna Pawlik
ra

_ lgierownik Laboratdrium
Biologii Molekulamej Mikroorganizméw
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