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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Darii Zygaly-Pytlos pt.
»Wykorzystanie wzorcow ewolucyjnych do optymalizacji inhibitoréow

gyrazy Mycobacterium tuberculosis”

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Darii Zygaty-Pytlos stanowi podstawe
ubiegania si¢ w postepowaniu 0 nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne. Praca zostata wykonana w Instytucie Biologii Medycznej
Polskiej Akademii Nauk pod opiekg naukowa dr hab. Anny Brzostek, prof. IBM PAN.

Badania opisane w rozprawie doktorskiej finansowane byty z grantu SONATA BIS 9
2019/34/E/NZ6/00221 zatytutowanego ,,Wykorzystanie wzorcow ewolucyjnych w optymalizacji
chemioterapii gruzlicy” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, ktorego kierownikiem
byta dr Alina Minias.

Podjeta w pracy tematyka stanowi wazny z medycznego, diagnostycznego czy
epidemiologicznego punktu widzenia nurt badan naukowych dotyczacy charakterystyki
Mycobacterium tuberculosis w zakresie optymalizacji terapii gruzlicy poprzez usprawnienie
diagnostyki i identyfikacje nowych inhibitorow gyrazy DNA, bg¢dacej celem dziatania
antybiotykow, m.in. z grupy fluorochinolonéw, wykorzystywanych w leczeniu gruzlicy.

Gyraza DNA to enzym sktadajacy si¢ z dwoch podjednostek GyrA i dwoch podjednostek
GyrB tworzacych heterotetramer, odpowiedzialny za regulacjg topologii DNA poprzez
wprowadzanie ujemnych superskretow w DNA. Gyraza DNA M. tuberculosis jest jedyna
topoizomerazg typu Il wystepujaca u tej bakterii i jest niezbgdna do prawidtowego funkcjonowania
komorki. Z tego wzgledu jest dogodnym celem dziatania antybiotykéw, m. in. z grupy
fluorochinolonéw, do ktorych naleza: ciprofloksacyna, lewofloksacyna, moksyfloksacyna,

ofloksacyna, czy gatifloksacyna.
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Glownym celem pracy doktorskiej Pani mgr Darii Zygata-Pytlos byta ocena mozliwos$ci
wykorzystania wzorcowania ewolucyjnego poprzez analizy zmiennos$ci sekwencji genow gyrA i
gyrB stuzace poszukiwaniu skutecznych inhibitorow gyrazy DNA oraz identyfikacji mutacji
zwigzanych z wystepowaniem opornosci. Doktorantka skupita si¢ na identyfikacji pozycji
aminokwasowych warunkujgcych oporno$¢ M. tuberculosis na fluorochinolony oraz pozycji
konserwatywnych, stanowigcych potencjalne miejsca oddziatywania nowych inhibitoréw gyrazy
DNA, ktorych poszukiwanie byto zwienczeniem pracy.

Rozprawa doktorska mgr Darii Zygaly-Pytlos ma forme¢ monografii liczacej 213 stron,
napisanej w jezyku polskim, z podziatem na rozdziaty charakterystyczne dla opracowan naukowych
opartych o badania eksperymentalne: Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whnioski, Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Bibliografia oraz Suplement. Tytut
rozprawy doktorskiej oddaje poruszang tematyke i odzwierciedla cele i zakres badan. Praca
napisana jest klarownie, syntetycznie, stanowigc bardzo ciekawg i warto§ciowg lekture.

Wstep stanowi dobrze przemyslane wprowadzenie do tematyki podjetej w pracy badawczej
bedacej podstawa rozprawy doktorskiej. Doktorantka w zwigzly sposob opisata zagadnienia
zwigzane z epidemiologig 1 chemioterapig gruzlicy, charakterystyka topoizomeraz, ze szczegdlnym
uwzglednieniem gyrazy DNA, jako celu dzialania lekow oraz mutacji identyfikowanych w genach
kodujacych podjednostki gyrazy prowadzacych do opornosci. Opis metody wzorcowania
ewolucyjnego z uwzglednieniem doboru oczyszczajagcego 1 rdznicujacego zostal takze
uwzgledniony we wstepie, z podkresleniem faktu, iz metoda ta nie zostala jak dotad
eksperymentalnie zweryfikowana, a szczepy M. tuberculosis moga stanowi¢ dogodny model
badawczy ze wzgledu na niskg zmienno$¢ genetyczna.

W rozdziale Materiaty 1 metody Doktorantka zawarta wszystkie niezbgdne informacje na
temat narzedzi bioinformatycznych, konstruktow, szczepow, buforéow, podtozy, starterow,
odczynnikow, enzymow, aparatury, wykorzystywanych w pracy, niezb¢dnych do przeprowadzenia
eksperymentéw 1 analiz. Co wazne, wykorzystywane do realizacji zadan badawczych metody
zostaly szczegdlowo opisane, umozliwiajac odtworzenie warunkoéw eksperymentow. Osobny
rozdzial poswigcony zostat konstrukcji wektorow i szczepow wykorzystywanych w pracy wraz z
zalgczonymi pogladowymi schematami. Warto podkresli¢, ze stosowane metody i techniki
badawcze zostaly dobrze przemyslane, logicznie i umiejetnie zastosowane i $wiadczg o bardzo
dobrym, nowoczesnym warsztacie metodycznym Doktorantki.

Wyniki rozprawy doktorskiej opisane zostaty w 5 rozdziatach, z ktorych kazdy podzielony
zostal na mniejsze podrozdziaty systematyzujace poruszane kwestie. Wytaniajg si¢ gtowne nurty
podjete w pracy badawczej zwigzane z: identyfikacjg kodonow gyrazy DNA pod wplywem

dziatania doboru naturalnego (wzorcowanie ewolucyjne), konstrukcja modeli genetycznych M.



tuberculosis pozbawionych natywnych genéw gyrA lub gyrB; oceng wptywu mutacji w kodonach
gyrazy na lekoopornos¢ M. tuberculosis (kodony pod doborem réznicujagcym); oceng wplywu
mutacji punktowych w kodonach gyrazy na funkcjonowanie komoérek M. tuberculosis oraz
aktywno$¢ biatek GyrA i GyrB (kodony pod doborem oczyszczajacym); identyfikacjg nowych,
potencjalnych inhibitoréw gyrazy. Mimo ogromnej ilosci materiatu do przedstawienia i
przedyskutowania, lektura rozprawy doktorskiej Pani mgr Darii Zygata-Pytlos byla przyjemnoscia
ze wzgledu na klarowne i syntetyczne opracowanie wynikéw, dobry wybor rycin, zdjec i wykresow
obrazujacych najwazniejsze rezultaty badan znaczaco utatwiajacych ich analize i percepcje.
Rozprawa doktorska zawiera takze obszerny suplement stanowigcy wazne uzupetnienie rozdziatu
wynikow.

Uzyskane przez Doktorantke¢ wyniki zostaty takze odpowiednio przedyskutowane w oparciu
0 aktualny stan wiedzy, w odniesieniu do najnowszych osiagni¢¢ i badan w poruszanej tematyce w
rozdziale Dyskusja. Zadbano o odpowiedni dobor cytowane;j literatury. Co wazne podnoszone w
dyskusji kwestie sugeruja takze dalsze kierunki badan, jakie moga by¢ podjgte w celu np.
opracowania nowych inhibitorow gyrazy DNA. W osobnym rozdziale ,,\WWnioski” wypunktowano
najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu doktorskiego.

W recenzowanej pracy Doktorantka umiejetnie wykorzystata analizy bioinformatyczne, w
tym wzorcowanie ewolucyjne, dokowanie molekularne, wytrenowany model sztucznej inteligencji,
ktore umozliwity identyfikacje pozycji konserwatywnych w gyrazie DNA oraz mutacji
prowadzacych do uzyskania opornosci. Co znaczace, analizy in silico powiazane zostaty z solidng
weryfikacja eksperymentalng zidentyfikowanych substytucji aminokwasowych w podjednostkach
gyrazy z wykorzystaniem skonstruowanych modeli genetycznych, testow aktywnosci in vitro, pod
katem wptywu na funkcje gyrazy DNA oraz lekoopornosc.

Dzigki zastosowanym analizom zidentyfikowano pig¢ kodonow gyrazy DNA bedacych pod
dziataniem doboru réznicujacego, w ktdérych mutacje moga by¢ zwiagzane z lekoopornoscia oraz 32
kodony bedace pod dziataniem doboru oczyszczajacego, stanowigce potencjalne miejsca
konserwatywne, ktore moga postuzy¢ jako miejsca wigzania dla lekow przeciwgruzliczych. Modele
gyrazy DNA z podstawieniami wytypowanych mutacji poshuzyty do identyfikacji potencjalnych
inhibitorow gyrazy, ktére moga mie¢ zastosowanie w terapii przeciwgruzlicze;.

W pracy zastosowano oryginalny model genetyczny oparty na wprowadzeniu genu
kodujacego podjednostke gyrazy w okreslone miejsce w genomie M. tuberculosis (attB) dzieki
rekombinacji miejscowo-specyficznej, co umozliwito sprawne, wydajne wprowadzanie genu z
mutacja, przy jednoczesnej delecji genu w miejscu natywnym. Umozliwilo to przyspieszenie
uzyskiwania mutantéw do testow in vivo. Wprowadzenie genéw z wytypowanymi mutacjami w

pozycjach konserwatywnych umozliwito oceng istotnosci danej pozycji dla dziatania gyrazy i



wrazliwo$ci na badane zwigzki. Dla siedmiu kodondéw z 32 wytypowanych nie udato si¢ uzyskac
szczepu z mutacjg i te miejsca zostaly przebadane pod katem znaczenia dla funkcjonowania gyrazy
oraz wigzania nowych inhibitorow.

Do najwazniejszych wynikow uzyskanych w pracy nalezy identyfikacja pozycji
aminokwasowych w genach gyrA i gyrB kodujacych podjednostki gyrazy DNA M. tuberculosis
dzieki wykorzystaniu wzorcowania ewolucyjnego i eksperymentalna weryfikacja znaczenia
wybranych mutacji punktowych w gyrazie DNA na funkcjonowanie bakterii (konstrukcja mutantow
i ich analizy fenotypowe) oraz weryfikacja wptywu mutacji zwigzanych ze wzrostem opornosci na
aktywno$¢ gyrazy oraz ocene¢ znaczenia wybranych miejsc konserwatywnych w testach in vitro
(oczyszczanie bialek, testy aktywnosci). Ponadto Doktorantka zidentyfikowata inhibitory gyrazy
DNA M. tuberculosis, a dla wybranych zwigzkoéw przeprowadzita oceng wpltywu na aktywnosc¢
gyrazy DNA w testach in vitro oraz in vivo.

Uzyskane wyniki pozwolity na sklasyfikowanie mutacji w kodonach 90, 94 w gyrA oraz
446, 447 w gyrB wystepujacych w genomach M. tuberculosis, jako predysponujacych szczepy do
opornosci na fluorochinolony. Dodatkowo zidentyfikowano mutacje w kodonach 446, 447, 565
gyrB, ktére warunkuja opornos¢ na gepotidacyne, co jest istotne dla potencjalnego wdrozenia
inhibitoréw z grupy nowych inhibitorow bakteryjnej topoizomerazy (NBTI) do schematow leczenia
gruzlicy. W pracy okreslono mechanizm opornosci mutantéw w kodonach 446 oraz 447 gyrB, ktory
opiera si¢ na zahamowaniu zdolno$¢ gyrazy do wprowadzania ci¢¢ bez ponownego tagczenia w
obecnosci jonéw wapnia oraz do dekatenacji DNA. Zidentyfikowane w pracy konserwatywne
kodony 41, 48, 114, 122, 347, 353 w gyrB oraz 131 w gyrA, stanowi¢ moga potencjalnie miejsce
wigzania dla nowych inhibitorow bedacych podstawa lekow przeciwgruzliczych. Z przebadanych w
pracy inhibitorow wytypowanych na podstawie badan in silico, zwiazki 1-2B, 1-10C, 1-12B
zidentyfikowane jako inhibitory gyrazy DNA zawierajacej mutacje w kodonie 90 i 94 gyrA,
wykazujg dziatanie przeciwpratkowe w niskich stezeniach w stosunku do szczepu dzikiego, jak i
mutantéw M. tuberculosis opornych na fluorochinolony. Tym samym powinny zosta¢ rozwazone
jako potencjalne leki i poddane dalszym badaniom przedklinicznym. Ponadto w pracy wytypowano
zwigzki 1-A07 oraz 1-G01 wigzace si¢ do kodonow konserwatywnych 347 i 353 gyrB, ktore
wykazujg istotne dziatanie przeciwpratkowe oraz zdolno§¢ do hamowania aktywnos$ci gyrazy DNA.
Potencjalnie mogg one zapobiega¢ gromadzeniu mutacji warunkujgcych opornos¢ szczepow M.
tuberculosis i z tego wzgledu powinny zosta¢ poddane takze dalszym badaniom. Uzyskane przez
Panig mgr Darie¢ Zygata-Pytlos oryginalne wyniki oceniam bardzo wysoko, a ich niezaprzeczalnym
walorem jest mozliwo$¢ bezposredniego przetozenia uzyskanej wiedzy w diagnostyce i terapii

przeciwgruzliczej.



Z obowigzku recenzenta przedstawiam liste zauwazonych nielicznych niescistosci, brakow,
niedociagnigc:

- brak informacji o ilo$ci powtorzen w wykonywanych eksperymentach, np. Ryc. 4.26, Ryc. 4.35,
czy Ryc. 4.36;

- 8. 147, Ryc. 4.40 — niepetny opis co doktadnie przedstawia rysunek, np. jakie biatko, jaki zwigzek;
- 8.136 - btedne odwotanie do Ryc. 4.12, powinno by¢ Ryc. 4.30;

- 8.156 - btedne odwotanie do Ryc. 4.45, powinno by¢ Ryc. 4.46;

- gdzieniegdzie, nielicznie w pracy wystepuja literowki, btedy gramatyczne i wynikajace z nich
btedy stylistyczne.

Nalezy jednak podkresli¢, ze wypunktowane niedociagnigcia, braki nie umniejszajg bardzo
wysokiej, zdecydowanie pozytywnej ocenie rozprawy doktorskiej i uzyskanych wynikow przez
Panig mgr Dari¢ Zygata-Pytlos.

Mam kilka pytan, kwestii, ktore nasungty si¢ po lekturze tej rozprawy, ktére zamieszczam
ponizej, proszac Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do nich podczas obrony:

1. Z czego wynika niska zmienno$¢ genetyczna szczepow M. tuberculosis?

2. Jaki jest stopien podobienstwa, identycznosci sekwencji aminokwasowej gyrazy DNA u
przedstawicieli rodzaju Mycobacterium, typu Actinobacteria czy bakterii generalnie? Czy wyniki
wzorcowania ewolucyjnego uzyskane dla M. tuberculosis z wykorzystaniem gyrazy DNA moga
by¢ uzyteczne dla innych patogennych bakterii?

3. Czy zwiazki zidentyfikowane jako potencjalne inhibitory gyrazy DNA zostaly
scharakteryzowane pod katem bezpieczenstwa wykorzystania w terapiach u cztowieka?

Podsumowujac, warto podkresli¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi

znaczacy wktad w rozwoj dyscypliny nauki medyczne stanowigc oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Bardzo wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng wynikow prezentowanych w pracy.
Kluczowe dla osiggnigcia postawionego na wstepie celu bylo zastosowanie przez Doktorantke
réznych analiz bioinformatycznych i podejs¢ eksperymentalnych. Uzyskane wyniki ujawniajg
zaangazowanie, samodzielno$¢ 1 duzg wiedze Doktorantki, tak w zakresie poruszanych zagadnien
naukowych, jak i stosowanych metod, co potwierdza umiejgtnosci i gotowos$¢ Pani mgr Darii
Zygaly-Pytlos do prowadzenia samodzielnej pracy naukowej. Podjete w rozprawie doktorskiej
zagadnienia badawcze i uzyskane oryginalne wyniki charakteryzuja si¢ wysokimi walorami
poznawczymi, naukowymi, a co wazne z medycznego punktu widzenia mogg by¢ bezposrednio

wykorzystane w diagnostyce i terapii zakazen M. tuberculosis.



Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Darii Zygata-Pytlos spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w stosownej ustawie (art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce). Z pelnym przekonaniem i poparciem
zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie Pani mgr Darii Zygata-Pytlos do dalszych etapow postgpowania w sprawie
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Z uwagi na wysoki poziom naukowy prezentowanej rozprawy, zastosowane réznorodne,
nowoczesne metody oraz poznawcze i co wazne z medycznego punktu widzenia praktyczne
znaczenie uzyskanych wynikéw, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej

Polskiej Akademii Nauk o nagrodzenie rozprawy stosownym wyrdznieniem.
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