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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Jakuba Mikotaja Skibinskiego

»ldentyfikacja niskoczasteczkowych zwigzkéw hamujacych aktywnos$é wybranych
enzymow zaangazowanych w metabolizm RNA u Helicobacter pylori”

Praca doktorska Pana mgr Jakuba Skibinskiego zatytutowana ,Identyfikacja nisko-
czgsteczkowych  zwigzkéw  hamujacych  aktywnos$é  wybranych enzymow
zaangazowanych w metabolizm RNA u Helicobacter pylori” zostata wykonana w zespole
prof. dr hab. Magdaleny Mikotajczyk-Chmieli z Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet Lddzki we wspotpracy z Pracownig Genetyki i Fizjologii Mycobacterium
Instytutu Biologii Medycznej PAN w todzi, Pracownig Biochemii Biatek i Kwaséw
Nukleinowych z Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego oraz Grupa Biologii
Strukturalnej, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego.

W ostatnich latach skutecznosc¢ leczenia infekcji wywotanych przez H. pylori ulegta
znacznemu obnizeniu, gtéwnie z powodu narastajgcej opornosci H. pylori na najczesciej
stosowane antybiotyki. Konieczne jest wiec poszukiwanie nowych strategii
terapeutycznych, co 2z kolei wymaga dogtebnego poznania mechanizméw
umozliwiajgcych przetrwanie H. pylori w srodowisku i organizmie gospodarza. W tej pracy
skupiono sie na Dbiatkach zwigzanych z metabolizmem RNA: fosforylazie
polinukleotydowej PNP, helikazie RhpA oraz biatku PapS. Do tej pory funkcja tych biatek u
H. pylori, ich rola w dziataniu degradosomu RNA, zostaty jedynie czesciowo poznane.
Podjecie nowatorskich badan przez Doktoranta w tym zakresie byto wiec w petni
uzasadnione.

Rozprawa doktorska ma prawidtowo zorganizowang forme manuskryptu, ktory
zawiera: informacje wstepne, wykaz skrdotéow, spis tresci, wstep, cel pracy, materiaty,
metody, wyniki, dyskusje, wnioski szczegotowe, wnioski koncowe oraz bibliografie.
Bibliografia obejmuje 162 pozycje odpowiednio dobrane do tematyki rozprawy; sg to
prace w wiekszosci opublikowane w ciggu ostatnich kilku lat.

Wstep dysertacji stanowi dobre, logicznie uporzadkowane wprowadzenie do
dalszej czesci pracy. Autor w wyczerpujacy sposob przedstawia ogodlng charakterystyke
H. pylori, strukture i funkcje degradosomu RNA z uwzglednieniem konkretnych biatek
zaangazowanych w metabolizm RNA.



Jako cel pracy wyznaczono zbadanie funkcji wybranych sktadnikéw degradosomu H.
pylori, ze szczegélnym uwzglednieniem PNPazy - potencjalnego celu terapeutycznego,
okreslenie funkcji PapS i weryfikacje oddziatywania tego biatka z RhpA. Wymienione w
tym rozdziale szczegotowe zadania zostaty w petni zrealizowane, jak mozna sie przekonac
w dalszej czesci pracy. Jest jednak pewna niespéjnosé dotyczaca charakterystyki
struktury PNPazy. Planowano identyfikacje kluczowych domen funkcyjnych PNPazy, reszt
aminokwasowych odpowiedzialnych za aktywnos$¢ enzymatyczng i oddziatywan z innymi
elementami degradosomu. Takie analizy rzeczywiscie wykonano, ale dla biatka PapS.
Natomiast w przypadku PNPazy ograniczono sie do opisania ogolnej struktury tego biatka
na podstawie mikroskopii krioelektronowej.

Kolejne dwa rozdziaty Materiaty oraz Metody zostaty przygotowane starannie i
szczegotowo. Metody zostaty odpowiednio dobrane do zadan badawczych i obejmowaty:
oczyszczanie rekombinowanych biatek przy uzyciu réznych technik chromatograficznych,
konstrukcje szczepdw delecyjnych H. pylori, analize transkryptomoéw, Western blotting,
mikroskopie krioelektronowg, termoforeze mikroskalowg, oraz szereg technik
mikrobiologicznych. Ta obszerna lista wskazuje na duze doswiadczenie laboratoryjne i
umiejetnos¢ Doktoranta w planowaniu i prowadzeniu kompleksowych badan.

Wyniki zostaty przedstawione w miare logiczny i czytelny sposdb: Doktorant uzyskat
oczyszczone biatka: PNPaze, RhpA i PapS oraz wyznaczyt ich stopien oligomeryzaciji,
oznaczyt aktywnosci enzymatyczne PNPazy i PAPs wykorzystujagc nowo-opracowang
metode z zastosowaniem tioflawiny T. Stwierdzit, ze enzym PapS nie posiada klasycznej
aktywnosci poliA-polimerazy, ale katalizuje dodawanie sekwencji CCA na koncu 3’ tRNA.
Wykazat ponadto, ze PapS przejsciowo oddziatuje z RhpA. Skonstruowat mutanty
delecyjne oraz szczep komplementacyjny Apnp++; wykazat, ze mutacja Apnp wywotuje
szereg efektéow fenotypowych: m. in. hamowanie ruchliwosci H. pylori i aktywnosci
katalazy oraz ureazy, obnizenie przezywalnosci w niskiej temperaturze i zwiekszenie masy
biofilmu. Analiza transkryptomiczna, wykazata, ze sposrdd trzech badanych mutacji,
ArhpA powoduje najwieksze zmiany —nadekspresje prawie 160 genéw zwigzanych m.in. z
naprawg DNA i metabolizmem wtérnym, oraz obnizong ekspresje ponad 200 gendéw
zaangazowanych m.in. w translacje, chemotaksje, metabolizm azotu. Ostatnia czes¢
doswiadczen dotyczyta poszukiwania inhibitoréw PNPazy. Korzystajgc z biblioteki ponad
8500 zwigzkoéw niskoczgsteczkowych, Doktorant zidentyfikowat 6 inhibitorow wzrostu H.
pylori, w tym najbardziej skuteczny niklozamid, o wyraznej aktywnosci zaleznej od
PNPazy. Te cze$¢ wynikdéw oraz stwierdzenie, ze PapS jest enzymem modyfikujagcym tRNA
poprzez dodanie sekwencji CCA uwazam za najwazniejsze osiggniecia tej pracy.

Mam kilka uwag dotyczacych tej czesci rozprawy:

« W rozdziale 6.1.5 (Analiza form oligomerycznych biatek metodg chromatografii
zelowej) brakuje podsumowania. Wyniki uzyskane dla poszczegdlnych biatek
opisano co prawda bezposrednio pod rycinami, ale bytoby wskazane
umieszczenie podobnejinformacji na zakoriczenie catego rozdziatu.

« Ostatnie zdanie na stronie 91 jest chyba zbedne. Podobnie, rozdziat 6.3.4, ktéry
nawigzuje do doswiadczen opisanych w dalszej czesci pracy (w rozdziale 6.9),
znalazt sie w tym miejscu prawdopodobnie przypadkowo.



« Ryc. 13a przedstawia pomiar aktywnosci polimeryzacyjnej PNPazy. Juz w czasie 0
wida¢ wyrazne réznice zalezne od stezenia enzymu. Dalsza inkubacja w
niewielkim stopniu zmienia wynik. Czy nie bytoby lepiej przedstawi¢ koncowe
wyniki tego doswiadczenia (np. po 30 min inkubacji) w formie wykresu
przedstawiajgcego zaleznos¢ fluorescencji od stezenia biatka?

- W opisie do Ryciny 18b napisano, ze czerwony pasek ,wskazuje na moment
wtgczenia podgrzewania wigzkag promieniowania podczerwonego, wywotujgcego
zjawisko termoforezy”. Moment wtgczenia podgrzewania (uruchomienia lasera) to
czas 0, a czerwony pasek z reguty wskazuje wybrany przedziat czasowy w trakcie
termoforezy, z ktérego odczytuje sie dane do wyznaczenia statej Kd.

« W opisach Tabeli 10 oraz rycin 36 i 37, przedstawiajacych wyniki RNAseq
wspomniano o analizie wzbogacenia funkcjonalnego, ktérg badano za pomoca
programu ShinyGO. W tabelach 10-12 umieszczono jedynie informacje do jakich
grup funkcjonalnych przynalezg zidentyfikowane geny. Warto byto uzupetni¢ te
dane korzystajgc np. z graficznych funkcji ShinyGO lub wyznaczyé¢ dodatkowy
parametr ,fold enrichment” (krotnos$¢ wzbogacenia).

« Z opisu doswiadczen dotyczacych inhibitoréw PNPazy (Rozdziaty 6.8 i 6.9) nie
wynika jasno, na ktérym etapie oznaczano wartosci MIC dla badanych zwigzkéw.
W tekscie (strony 134-135) odnotowano, ze podczas etapu lll, po ktérym
wytypowano 23 zwiagzki, a nastepnie ponownie (?) podczas etapu IV. Nalezy
zweryfikowac¢ réwniez interpretacje niektérych wynikéw. Napisano, ze szczep
Apnp byt bardziej wrazliwy na deoksyszykonine niz komorki WT i Apnp++, podczas
gdy wartosci MICso i MICg byty znacznie wyzsze dla tego szczepu (>100, tabela 15),
wskazywaty wiec na odwrotny efekt. Wedtug tabeli 15, w przypadku eprotyromu i
szczepu WT zanotowano takie same, a nie rézne wartosci MICs, i MICaqo.

. Uzasadnienie zastosowania, obok oznaczania fluorescencji, dodatkowej techniki
elektroforezy w obecnosci mocznika (UREA-PAGE) do oceny aktywnosci PNPazy
przedstawiono w rozdziale Metody. Zasadne bytoby jednak przeniesienie tej
informacji lub jej krétkie powtdrzenie na poczatku rozdziatu 6.10, co utatwitoby
zrozumienie celu doswiadczenia. Przydatne bytoby réwniez poréwnania wynikow
uzyskanych za pomoca tych dwéch metod oraz koncowe zestawienia (np. w formie
tabeli) pokazujace, ktére z badanych zwigzkdw rzeczywiscie hamujag aktywnosc¢
PNPazy in vitro i ograniczajg wzrost H. pylori.

Dyskusja stanowi dobre podsumowanie wynikédw w odniesieniu do aktualnej
literatury. Potwierdza, ze Doktorant jest specjalista w swojej dziedzinie, posiada duza
wiedze i umiejetnos¢ krytycznej analizy wynikow. Konczace prace Wnioski w sposéb
klarowny podsumowujg wszystkie osiggniecia tej pracy jednoczesnie nakreslajgc
perspektywy dalszych badan.

Praca jest napisana poprawnym naukowym jezykiem. Pojawito sie jednak kilka
btedéw, np. nieprawidtowe stosowanie terminéw ,gestosé optyczna (OD)” i
»absorbancja”. W rozdziale 6.6.4 (pomiar aktywnosci ureazy) w tekscie, tabeli i na rycinie
powinna by¢ ,Absorbancja” zamiast ,,OD”, a na Rycinie 29 i 30 ,,OD” zamiast
»absorbancja”. Na stronach 134-135 poprawny zapis stezenia molowego to: 100
pmoli/ml, 50 ymoli/mlitd. Termin ,,ekspresja biatek” jako doktadne ttumaczenia ,,protein



expression” jest czesto uwazany za niepoprawny w jezyku polskim — ekspresji ulegaja
geny, a biatka sg produkowane lub syntetyzowane.

Prosze aby w trakcie obrony Doktorant odpowiedziat na pytanie dotyczacag analizy
transkryptomicznej. Czy tto genetyczne moze mie¢ wptyw na jej wynik? W
doswiadczeniach uzyto dwodch réznych wyjsciowych szczepdw H. pylori 26695
(wprowadzono mutacje ApapS) i G27 (Apnp i ArhpA). Czy zestaw gendw réznicowych
bytby podobny np. w H. pylori G27 ApapS i H. pylori 26695 ApapS? Drugie zagadnienie
dotyczy oddziatywan pomiedzy PapS i RhpA. Czy wystepowanie in vitro dodatkowych
form oligomerycznych RhpA, oraz agregatdow i produktéw degradacji PapS, o ktérych Pan
wspomina w dyskusji, nie mogty wptynaé¢ na wynik termoforezy mikroskalowej (poprzez
niespecyficzne oddziatywania lub hamowanie oddziatywan). Czy uzyskany wynik, mozna
uzna¢ za ostateczny, czy jednak warto zastosowac inne metody badajace oddziatywania
biatko-biatko w komérce lub in vitro ?

Podsumowujgc, Doktorant podjat sie realizacji interesujgcego, a zarazem
wymagajgcego zadania badawczego, obejmujgcego analize funkcji biatek
zaangazowanych w metabolizm RNA oraz poszukiwanie inhibitorow PNPazy -
potencjalnego celu terapeutycznego. W trakcie realizacji badan wykazat sie rozlegta
wiedza merytoryczng oraz umiejetnoscig samodzielnego planowania i prowadzenia prac
badawczych. Warto podkresli¢, ze Pan Jakub Skibirski wykonujac swoja prace doktorska
uczestniczyt w realizacji projektu NCN Sonata Bis 9 oraz byt kierownikiem projektu w
ramach Doktoranckich Grantéw Badawczych IDUB Uniwersytetu toédzkiego 2023.
Uzyskane wyniki sg merytorycznie wartosciowe, posiadajg przy tym duzy potencjat
aplikacyjny. Sg bardzo dobrym punktem wyjscia dla petnego zrozumienia mechanizmow
warunkujgcych przezycie H. pyroli w srodowisku i organizmie gospodarza oraz dalszych
doswiadczen zmierzajgcych do opracowania nowej terapii skierowanej przeciwko
H. pylori. Rozprawa Pana Jakuba Skibinskiego niewatpliwie stanowi rozwigzanie
oryginalnego problemu naukowego. Zamieszczone wyzej szczegoétowe uwagi nie
zmieniajg mojej pozytywnej oceny.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia kryteria
okreslonew art. 187 ust 1i2, Ustawy zdnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym
i Nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.) W zwigzku z tym zwracam sie do Komisji
Uniwersytetu Lédzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o
dopuszczenie Pana mgr. Jakuba Mikotaja Skibinskiego do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego.
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