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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Zygala-Pytlos

Rozprawa doktorska mgr Darii Zygala-Pytlos pt. ,,Wykorzystanie wzorcéw ewolucyjnych
do optymalizacji inhibitorow gyrazy Mycobacterium tuberculosis” zostata wykonana w
Instytucie Biologii Medycznej PAN w Lodzi pod opieka dr hab. Anny Brzostek, prof. IBM
PAN.

1) Tematyka rozprawy

Nie ulega watpliwosci, ze tematyka rozprawy doktorskiej pani Darii Zygata-Pytlos ma istotny
wplyw na rozwoj dyscypliny nauk medycznych, poniewaz dotyczy jednego z najwazniejszych
wspotczesnych problemow zdrowia publicznego. Oceng te uzasadniajg zarowno aktualnosé
problematyki badawczej, jak 1 nowatorstwo przyjetej koncepcji badawczej oraz potencjat
aplikacyjny uzyskanych wynikow.

Problem narastajacej lekoopornosci pratka gruzlicy zostat trafnie przedstawiony jako jedno

z najwigkszych wyzwan wspotczesnej medycyny. Autorka wskazuje na rosnacg liczbg
lekoopornych szczepow M. tuberculosis ograniczajacych skuteczno$¢ obecnie stosowanych
fluorochinolonéw, co uzasadnia potrzebe poszukiwania nowych terapeutycznych inhibitorow
gyrazy DNA. Z tego wzgledu sama problematyka pracy posiada wysoka warto$¢ poznawcza
1 aplikacyjna. Najwazniejszym elementem nowosci naukowej nie jest samo badanie gyrazy
DNA, lecz zastosowanie wzorcowania ewolucyjnego (ang. evolutionary patterning) jako
narzedzia do projektowania nowych inhibitoréw przeciwgruzliczych. W swojej pracy autorka
nie ograniczyta si¢ do klasycznej analizy mutacji odpowiedzialnych za lekoopornos¢, lecz
wykorzystala zalezno$ci wynikajace z dziatania doboru naturalnego do: (7) identyfikacji
konserwatywnych miejsc biatka, (if) przewidywania miejsc zwigzanych z rozwojem
opornosci, (iif) wskazania potencjalnych kieszeni wigzania nowych inhibitorow oraz

(iv) eksperymentalnej weryfikacji uzyskanych przewidywan. Takie potaczenie biologii
ewolucyjnej, bioinformatyki, biologii strukturalnej i mikrobiologii stanowi nowoczesny
kierunek badan i ma potencjat translacyjny.

2) Wiedza kandydatki

O przygotowaniu teoretycznym i wiedzy kandydatki $wiadczy rozbudowany wstep,
zawierajacy kompleksowy przeglad literatury dotyczacej epidemiologii gruzlicy,
mechanizmow dziatania lekéw przeciwpratkowych, molekularnych podstaw lekoopornosci,
biologii topoizomeraz bakteryjnych, budowy i funkcji gyrazy DNA oraz wspdtczesnych
strategii poszukiwania nowych inhibitorow tego enzymu. Szczegdlng uwage zwraca logiczny
uktad zagadnien — od problematyki klinicznej, poprzez podstawy biologii molekularnej

1 biochemii enzymow, az po uzasadnienie przyjetej koncepcji badawczej opartej na
wzorcowaniu ewolucyjnym.
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Istotnym atutem rozprawy jest umiejetne polaczenie wiedzy z kilku obszarow nauki.
Doktorantka integruje zagadnienia z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej, biologii
ewolucyjnej, bioinformatyki, biologii strukturalnej oraz chemii medycznej. Swiadczy to

o interdyscyplinarnym przygotowaniu teoretycznym oraz zdolnosci do krytycznej analizy
biezacego stanu wiedzy. Wysoki poziom przygotowania teoretycznego odzwierciedla si¢
réwniez w doborze metod badawczych. Autorka wykazuje znajomo$¢ podstaw analiz
filogenetycznych i ewolucyjnych, narzgdzi bioinformatycznych stuzacych do identyfikacji
miejsc podlegajacych réznym typom doboru naturalnego, metod przewidywania wptywu
mutacji na funkcje bialek oraz wspodtczesnych metod komputerowego projektowania lekow,
w tym dokowania molekularnego i wykorzystania modeli sztucznej inteligencji do
identyfikacji potencjalnych inhibitorow.

Reasumujac, oceniam, ze doktorantka wykazuje bardzo wysoka wiedze teoretyczng w
zakresie tematyki rozprawy i swobodnie porusza si¢ w zagadnieniach mikrobiologii, biologii
molekularnej, bioinformatyki i biologii ewolucyjnej. Potrafita wykorzystaé t¢ wiedze do
formutowania oryginalnych probleméw badawczych i ich uzasadnienia. Zakres oraz poziom
przedstawionej wiedzy w pelni odpowiadaja wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim
i stanowig jedng z mocnych stron ocenianej pracy.

3. Samodzielnos¢ kandydata

Na podstawie analizy rozprawy doktorskiej mozna stwierdzi¢, ze praca jednoznacznie
potwierdza umiejetnos$¢ doktorantki samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
Swiadczy o tym zaréwno sposob sformutowania problemu badawczego, kompleksowos¢
zastosowane]j metodyki, jak i krytyczna analiza uzyskanych wynikow oraz umiej¢tnosé
formulowania wnioskow i1 wskazywania dalszych kierunkéw badan.

Przede wszystkim doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia identyfikacji istotnego

1 aktualnego problemu naukowego. Punktem wyjscia badan byto rozpoznanie luki

w istniejacym stanie wiedzy dotyczacej wykorzystania wzorcowania ewolucyjnego

w projektowaniu inhibitorow gyrazy DNA M. tuberculosis. Cel pracy zostal jasno okreslony,
a postawione hipotezy badawcze logicznie wynikaja z przeprowadzonego przegladu
literatury.

O samodzielnosci badawczej $wiadczy rowniez wiasciwy dobodr oraz integracja réznorodnych
metod badawczych. W ramach realizacji rozprawy doktorantka potaczyla analizy
bioinformatyczne i filogenetyczne z metodami biologii molekularnej, mikrobiologii,
biochemii oraz modelowania molekularnego. Przeprowadzita identyfikacje miejsc
podlegajacych roznym typom presji selekcyjnej, zaprojektowata i skonstruowata odpowiednie
mutanty biatek, uzyskata rekombinowane biatka, wykonata badania aktywnosci
enzymatycznej, analizy wrazliwosci na fluorochinolony oraz zweryfikowata przewidywania
bioinformatyczne w do§wiadczeniach laboratoryjnych. Tak szeroki zakres metod $wiadczy

o bardzo dobrym przygotowaniu metodologicznym oraz umiej¢tnosci planowania
wieloetapowych badan.

Na szczego6lne podkreslenie zastuguje umiejetnos¢ krytycznej interpretacji uzyskanych
wynikow. Doktorantka nie ogranicza si¢ do przedstawienia rezultatow eksperymentdw, lecz
odnosi je do danych z literatury, wskazuje zgodnosci i rozbiezno$ci z wezesniejszymi
doniesieniami oraz omawia biologiczne znaczenie obserwowanych zaleznosci. W dyskusji
wykazuje zdolnos¢ do krytycznej oceny zarowno mocnych stron zastosowanego podejscia,
jak 1 jego ograniczen, co jest jedng z podstawowych cech dojrzatosci naukowe;.
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Istotnym argumentem przemawiajacym za samodzielnoscig badawczg jest takze
interdyscyplinarny charakter przeprowadzonych badan. Realizacja projektu wymagata
polaczenia wiedzy z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej, biologii ewolucyjnej,
bioinformatyki, biologii strukturalnej oraz chemii medycznej. Umiejetne wykorzystanie
narzg¢dzi z réznych dziedzin $wiadczy o zdolno$ci do samodzielnego rozwigzywania
ztozonych problemoéw badawczych.

Na dojrzatos¢ naukowa doktorantki wskazuje rowniez sposob formutowania wnioskow.
Wnhioski wynikaja bezposrednio z uzyskanych rezultatéw, odpowiadaja na postawione cele
badawcze oraz wskazuja mozliwosci dalszego rozwoju przedstawionej koncepcji, w tym
potencjalne zastosowanie wzorcowania ewolucyjnego w projektowaniu inhibitoréw innych
celow molekularnych.

Podsumowujac, rozprawa dostarcza przekonujacych dowodoéw, ze doktorantka posiada
kompetencje niezb¢dne do samodzielnego prowadzenia dziatalno$ci naukowej. Wykazata
umiejetnos¢ samodzielnego sformutowania problemu badawczego, opracowania
odpowiedniej strategii eksperymentalnej, zastosowania nowoczesnych metod badawczych,
krytycznej interpretacji wynikéw oraz wyciggania uzasadnionych wnioskoéw. Przedstawiona
praca $wiadczy o osiagnieciu dojrzato$ci badawczej wymaganej od osoby ubiegajacej si¢

o stopien doktora nauk biologicznych.

4. Oryginalnos¢ rozprawy

Podstawowym problemem naukowym poruszonym w rozprawie byto ustalenie, czy analiza
wzorcow ewolucyjnych moze stanowi¢ skuteczne narze¢dzie identyfikacji aminokwasow
gyrazy DNA odpowiedzialnych za rozwdj lekooporno$ci oraz czy te informacje moga zosta¢
wykorzystane do projektowania nowych inhibitorow tego enzymu.

Nowatorski charakter pracy przejawia si¢ w integracji wielu komplementarnych metod
badawczych. Doktorantka potaczyta analizy filogenetyczne i bioinformatyczne z badaniami
z zakresu biologii molekularnej, mikrobiologii, biochemii oraz modelowania molekularnego
1 komputerowego projektowania lekéw. Takie interdyscyplinarne podej$cie umozliwito nie
tylko weryfikacj¢ hipotez badawczych, ale takze opracowanie spojne;j strategii identyfikacji
nowych potencjalnych inhibitoréw gyrazy DNA.

Istotnym elementem oryginalno$ci rozprawy jest takze wykazanie, Ze analiza presji
selekcyjnej pozwala przewidywac znaczenie funkcjonalne poszczegdlnych reszt
aminokwasowych oraz wskazywac miejsca, ktore z duzym prawdopodobienstwem nie bgda
podatne na szybkie pojawianie si¢ mutacji oporno$ciowych. Wyniki te maja znaczenie nie
tylko dla badan nad M. tuberculosis, lecz takze moga stanowi¢ podstawe do opracowania
analogicznych strategii projektowania lekéw skierowanych przeciwko innym bakteryjnym
celom molekularnym.

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
poniewaz proponuje nowatorskie wykorzystanie wzorcowania ewolucyjnego w badaniach nad
gyraza DNA M. tuberculosis, dostarcza pierwszej eksperymentalnej walidacji tej koncepcji
oraz wykazuje jej przydatno$¢ w identyfikacji nowych celow dla projektowania inhibitorow
przeciwgruzliczych. Uzyskane wyniki poszerzaja aktualny stan wiedzy, rozwijaja metodyke
badan nad bakteryjnymi topoizomerazami i otwieraja nowe perspektywy dla racjonalnego
projektowania lekéw. Tym samym rozprawa spetnia ustawowe kryterium oryginalnego
rozwigzania problemu naukowego i wnosi wartosciowy wkiad w rozw¢j dyscypliny nauk
biologicznych.
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Uwagi krytyczne

Nie ulega najmniejszej watpliwosci, ze w rozprawie doktorskiej pani Darii Zygata-Pytlos
dobrze zaplanowata i konsekwentnie zrealizowata postawione cele badawcze. Nie oznacza to
jednak, ze jest pozbawiona elementéw podlegajacych krytyce. Ponizej przedstawiam kwestie,
ktére mogg stanowi¢ przedmiot dyskusji, a ktére odnosza si¢ przede wszystkim do zakresu
przeprowadzonych do$wiadczen, interpretacji wynikdw oraz stopnia realizacji zatozonych
celow badawczych. Sa to raczej ograniczenia pracy niz jej zasadnicze wady.

1. Niepetna eksperymentalna walidacja wszystkich przewidywan bioinformatycznych

Najwigkszg zaletg pracy jest wykorzystanie wzorcowania ewolucyjnego do identyfikacji
funkcjonalnie istotnych reszt aminokwasowych. Jednak jedynie czg$¢ przewidywan zostata
zweryfikowana eksperymentalnie. Mozna zatem postawi¢ pytanie, czy wybrane mutacje sa
reprezentatywne dla catego modelu i czy podobne zaleznos$ci wystepowatyby rowniez dla
pozostatych przewidywanych pozycji.

2. Ograniczona walidacja nowych inhibitorow

Jednym z celow pracy byto wykorzystanie wzorcow ewolucyjnych w projektowaniu nowych
inhibitorow. W praktyce etap ten zakonczyt si¢ identyfikacja kandydatoéw metodami
obliczeniowymi oraz ich wstepna oceng biologicznga. Powoduje to, ze czg¢$¢ aplikacyjna pracy
ma raczej charakter proof of concept niz petng walidacje strategii projektowania lekow.

3. Ograniczona dyskusja dotyczgca ograniczen metody wzorcowania ewolucyjnego

Dyskusja jest obszerna i dobrze udokumentowana literaturowo, jednak dominuje interpretacja
potwierdzajgca postawione hipotezy. Stosunkowo niewiele miejsca pos§wigcono
alternatywnym wyjasnieniom uzyskanych wynikow, przypadkom, w ktorych wyniki nie byty
catkowicie zgodne z przewidywaniami modeli bioinformatycznych, oraz sytuacjom, w
ktérych analiza presji selekcyjnej moze prowadzi¢ do biednych przewidywan.

Wskazane wyzej uwagi dotycza przede wszystkim zakresu walidacji eksperymentalnej oraz
glebokosci interpretacji wynikdw 1 w zaden sposob nie umniejszajg wartos$ci tej rozprawy
doktorskiej. Ta krytyka ma zachg¢ci¢ do dyskusji podczas publicznej obrony, poniewaz
umozliwi w pelni ocen¢ dojrzatosci naukowej doktorantki, jej krytycznego stosunku do
wlasnych wynikow oraz zdolno$ci do samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Proponowane pytania podczas obrony

1. Dlaczego do walidacji eksperymentalnej wybrano wlasnie te aminokwasy sposrod
wszystkich wskazanych przez analize wzorcowania ewolucyjnego?

2. Jakie s3 najwazniejsze ograniczenia wykorzystanej metody wzorcowania
ewolucyjnego 1 w jakich sytuacjach moze ona prowadzi¢ do blednych przewidywan?

3. Czy przedstawiona metoda moze by¢ stosowana rowniez do innych topoizomeraz
bakteryjnych? Jakie warunki musza zosta¢ spelnione?

4. Jakie kolejne doswiadczenia nalezatoby przeprowadzi¢, aby potwierdzi¢, ze wskazane
zwigzki rzeczywiscie mogg sta¢ si¢ kandydatami na nowe leki przeciwgruzlicze?

5. Czy obserwowane zmiany aktywnosci mutantéw wynikaja wylacznie ze zmiany
wiasciwos$ci miejsca aktywnego, czy rowniez ze zmian stabilnosci lub faldowania
biatka? Jak mozna byloby to zweryfikowa¢ eksperymentalnie?

6. Na ile wyniki uzyskane dla réznych szczepdw M. tuberculosis mozna przenies¢ na
inne gatunki bakterii? Jakie ograniczenia wigza si¢ z takg ekstrapolacja?
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7. W jaki sposob zastosowanie sztucznej inteligencji wptyneto na wybdr kandydatow na
inhibitory i1 czy wyniki uzyskane metodami Al r6znity si¢ od klasycznego dokowania
molekularnego?

8. Czy wsrod zidentyfikowanych miejsc podlegajacych silnej konserwacji ewolucyjnej
znajdujg si¢ takie, ktérych mutacja bylaby prawdopodobnie letalna dla bakterii? Jak
mozna bytoby to zweryfikowac?

9. Czy na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze wzorcowanie
ewolucyjne bedzie skuteczniejszym narzgdziem projektowania inhibitoréw niz
klasyczne podejscie oparte wylacznie na analizie struktury biatka? Jakie argumenty
przemawiajg za taka tezg?

Ogolna ocena

Recenzowana rozprawa doktorska pani Darii Zygata-Pytlos przekonujaco zrealizowata
ambitne, oryginalne cele badawcze w sposob spojny 1 metodologicznie poprawny.
Jednoznacznie rozprawa wskazuje na rozlegla wiedzg¢ teoretyczng oraz umiejgtnosé
prowadzenia pracy naukowej, co sprawia, ze doktorantka spetnia wszystkie warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
Upowaznia mnie to do ztozenia wniosku do Rady Naukowej IBM PAN o dopuszczenie Darii
Zygala-Pytlos do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauk medycznych.

Na koniec, doceniajac zakres przeprowadzonych badan, ich jakos¢ i nowatorski
charakter, zglaszam wniosek 0 wyrodznienie rozprawy odpowiednia nagroda.
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