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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Jakuba Skibinskiego

Rozprawa doktorska zatytutowana ,ldentyfikacja niskoczasteczkowych zwigzkéw hamujacych
aktywnos$¢ wybranych enzyméw zaangazowanych w metabolizm RNA u Helicobacter pylori” zostata
przygotowana przez Pana mgra Jakuba Skibinskiego pod opieka promotorska prof. dr hab. Magdaleny
Mikotajczyk-Chmiela. Praca byta realizowana w ramach grantu NCN SONATA BIS 9 przyznanej dla prof.
Uk, dr hab. Przemystawa Ptocinskiego oraz Doktoranckiego Grantu Badawczego IDUB Ukt przyznanego
Panu Skibinskiemu. Praca w dyscyplinie nauk biologicznych zostata przedtozona Komisji Uniwersytetu
tddzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Gtownym celem pracy badawczej przedstawionej w niniejszej dysertacji jest opisanie funkgji
wybranych komponentéw degradosomu Helicobacter pylori, zwtaszcza fosforylazy polinukleotydowe;j
(PNPazy) i jej znaczenia jako potencjalnego celu terapeutycznego.

Praca doktorska mgr Jakuba Skibinskiego zostata napisana w jezyku polskim. Tre$¢ pracy jest zgodna
z tematem wskazanym w tytule. Uktad tresci jest wtasciwy i prawidtowy dla danego formatu. Praca jest
standardowo podzielona na kilka gtéwnych rozdziatéw: Wstep, Cele Pracy, Materiaty, Metody, Wyniki,
Dyskusje i Wnioski. Streszczeni umieszczone jest na koncu. Autor wykorzystat obszerna bibliografie
odwotujaca sie do 162 artykutdw naukowych. Autor stosuje w pracy odpowiedni dla tego formatu jezyk
i terminologie. Spis tresci przygotowany jest prawidtowo. W pracy brakuje listy rycin. Praca jest
przejrzysta. Tekst opatrzony jest 39 rycinami i 15 tabelami. Ryciny sg czesto mato czytelne, w niskiej
rozdzielczosci i stabo opisane. Bibliografia zostata odpowiednio wykorzystana w tekscie i we wtasciwy
sposdb w dyskusji wynikow.

W pierwszym rozdziale, Wstep, autor rozpoczyna zwieztym opisem charakterystyki bakterii
Helicobacter pylori, w tym elementdw determinujacych wirulencje, diagnostyki zakazen bakterig i
metod leczenia oraz problemu lekoopornosci. Nastepnie autor opisuje degradosom H. pylorii,
poszczegdlne komponenty kompleksu i poréwnuje je z innymi bakteriami - Escherichia coli i Bacillus
subtilis. Auto opisuje miedzy innymi fosforylaze polinukleotydowa (PNPaza), helikaze RhpA czy tez
RNAzy wchodzace w sktad kompleksu. Ryciny przedstawiajgce wspomniane enzymy nie wnosza wiele
do opisu, s3 niskiej rozdzielczosci, na strukturach autor mégt zaznaczyé wskazane na schemacie
domeny. Autor konczy Wstep opisem nukleotransferaz zwigzanych z metabolizmem tRNA oraz ich
relacja z degradosomem RNA.
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Nastepnie, autor przedstawia szczegdtowy Cel pracy oraz wskazuje zadania posrednie majace na celu
realizacje gtéwnego zadania oraz zadania, ktore nie wiazg sie bezposrednio z gtdéwnym celem. Wyniki
przedstawione w pracy sg nowe.

W rozdziale Materiaty autor podaje listy szczepdw bakteryjnych, oligonukleotydéw, plazmidow,
enzymoéw, bufory i odczynniki do oczyszczaniai analizy biatek, liste odczynnikow, kitow, ktorych uzywat
w pracy eksperymentalnej. W czesci opisujacej Metody, autor opisuje protokoty, z ktérych korzystat w
celu realizacji zadan badawczych. Opisane sg miedzy innymi procedury hodowli bakterii, analizy i
manipulacji DNA, przygotowania i analizy RNA, w tym analizy transkryptomdw, przygotowania,
oczyszczania i analizy biatek rekombinowanych do dalszych celéw, takich jak mikroskopia krio-
elektronowa, oddziatywania biatko-biatko, aktywnosci enzymatyczne, testy mikrobiologiczne. Rozdziat
jest przygotowany ze starannoscia, uwzglednione sa szczegdtowe procedury.

Sekcje Wyniki autor rozpoczyna opisem przygotowania konstruktdw do wyrazania rekombinowanych
biatek PNP, RhpA i PapS z H. pylori oraz opisem ich oczyszczania za pomoca chromatografii
powinowactwa, jonowymienneji zelowej. Auto przedstawia zdjecia zeli poliakrylamidowych SDS-PAGE
pokazujace rozdziat elektroforetyczny biatek. Wszystkie trzy biatka pokazane na zdjeciach udato sie
oczysci¢ w wysokim stopniu. Jednak na zdjeciach trudno okresli¢ chocby, jakiej masy sa przedstawiane
biatka. Drabinka z markerami masy czasteczkowej jest niepodpisana i nie koreluje z umieszczonym na
rycinie standardem. Na réznych zelach biatko migruje na réznych wysokosciach. Mozna domniemywac,
Ze autor nie zawsze prowadzit petny rozdziat elektroforetyczny. Na co wskazuje odlegtos¢ miedzy
prazkami markera. Tym bardziej wskazane jest podpisanie prazkow.

Nastepnie, autor opisuje analize strukturalng biatka PNP przy pomocy mikroskopii krio-elektronowe;.
Akapit jest bardzo krétki, zdawkowy. Trudno okresli¢ udziat autora w tym procesie. Brakuje danych
dotyczacych analizy: jak byty zamrazane probki na siateczkach (gridach), ile zostato zebranych danych,
jak dane byty przetwarzane, statystyk dotyczacych zebranych danych. Ten rozdziat nie wnosi istotnych
informacji do pracy doktorskiej. W kolejnej czesci sekcji Wynikow, autor przedstawia wyniki pomiaréw
aktywnosci enzymatycznych oczyszczonych biatek. W pierwszej kolejnosci skupia sie na aktywnosci (1)
polimeryzacyjnej i (Il) degradacji polyA przez biatko PNP. Autor wykorzystuje do tego barwnik
fluorescencyjny i ssDNA. Nie jest jasne, dlaczego uzyto ssDNA zamiast RNA (ktérego autor uzywa w
czasie analiz dla biatka PapS). Mierzono jedynie fluorescencje. Brakuje analizy elektrofotograficznej do
monitorowania reakcji. W tym miejscu autor umieszcza krétki rozdziat (6.3.4) dotyczacy przesiewowych
testdw potencjalnych inhibitorow aktywnosci PNPazy. Rozwiniecie tego rozdziatu (6.8) pojawia sie
ponownie w dalszej czesci Wynikow. Informacje w obu rozdziatach sg powtdrzone. Nastepnie autor
opisuje aktywnosci zwigzane z biatkiem PapS, w tym mozliwos¢ dodawania nukleotydéw CCA do tRNA
oraz bada oddziatywanie biatka PapS z RhpA. Wyniki badania oddziatywania sg niemozliwe do
interpretacji ze wzgledu na niewystarczajaca liczbe powtdrzen. Pojawia sie rowniez pytanie, czy do
efektywnego oddziatywania nie jest potrzebna obecnosc substratu RNA. Autor przeprowadza analize
sekwencji PapS z innymi enzymami dodajacymi CCA, ale nie przeprowadzit mutagenezy i analiz z
mutantami, zeby potwierdzi¢ swoje obserwacje.

W kolejnej czesci Wynikow autor opisuje, jak przygotowat szczepy delecyjne H. pylorii dla biatek PNP,
PhpA i PapS. Autor przygotowuje rowniez szczep z komplementacja dla genu kodujacego biatko PNP.
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Na Rycinie 24 autor wskazuje, ze w szczepie pozbawionym genu pnp nie wykrywa biatka PNP metoda
Western Blot. Ale uzywa przeciwciat do detekcji metki znakujacej biatko (Strep-tag Il). To nie jest
wtasciwa metoda do detekcji endogennego biatka. Natomiast autor potwierdza wyrazanie biatka PAN
w szczepie z komplementacjg genu pnp. Nastepnie autor wykonuje szereg testow fenotypowych
szczepOw H. pylori: szczepu dzikiego, Apnp i Apnp + PNP, w tym ruchliwosc i tworzenie biofilmu. W pracy
doktorskiej brakuje prezentacji tych pomiaréw (np. zdjec¢ ptytek czy biofilmu). Przy pomiarach
krzywych wzrostu w réznych temperaturach zabrakto obrazu kolonii. Czy szczep dziki i mutanty maja
podobng wielkos¢ komédrek? Czy pomiar rozpraszania Swiatta przy 600 nm jest poréwnywalny dla
roznych szczepdw? Zabrakto przedstawienia jednostki tworzacej kolonie, z angielskiego: ‘Colony
Forming Units’ (CFU) w korelacji z pomiarem OD600 nm. Autor mierzy réwniez aktywno$¢ katalazy i
ureazy dla szczepu dzikiego, Apnp i Apnp + PNP, chociaz nie wyjasnia, w jakim celu. W kolejnych
rozdziatach autor mierzy wrazliwos¢ szczepdw na wybrane antybiotyki i czynniki genotoksyczne
poprzez dyfuzje substancji z dysku (brakuje zdjec testow), przezywalno$é szczepow po ekspozycji na
promieniowanie UV i ponownie wrazliwo$¢ na antybiotyki, ale tym razem mierzy ich wzrost w
pozywkach ptynnych. Rozdziat jest chaotyczny, kolejnos¢ opisywanych badan jest utozona mato
logicznie i nie jest wskazany cel prowadzonych badan. Jak on koreluje z biatkiem PNP?

W kolejnej czesci autor przedstawia wyniki analiz transkryptomoéw (RNA-seq). Pojawia sie pytanie,
dlaczego w sekwencjonowaniu wybrano protokot z krétkimi odczytami 75 nt? W opisie wynikéw RNA-
seq brakuje statystyki sekwencjonowania, liczby odczytow, jakosci odczytow, efektywnosci usuniecia
rybosomalnego RNA, dystrybucji GC w probkach. Autor rozpoczyna analizy od poréwnania
transktyptomu szczepu dzikiego H. pylorii Apnp. Nastepnie szczepu dzikiego oraz ArhpA i ApapS. Autor
prezentuje jedynie pordwnania profili transkryptomicznych w formie wykreséw wulkanowych.
Zabrakto szczegdtowej analizy, np. map cieplnych dla gendéw degradosomu RNA, dystrybucji odczytéw
na ramkach odczytu (moze by¢ zmieniona przy defektach degradosomu), dystrybucji GC w odczytach
(zaburzona degradacja moze by¢ uwidoczniona w odchyleniach sktadu GC odczytdéw). W wynikach
zastanawia obecnosc tRNA. Wiekszos¢ protokotow izolacji RNA usuwa mniejsze frakcje RNA, w tym
tRNA. Nalezy réwniez pamietac, ze tRNA sg silnie modyfikowane i przy klasycznym RNA-seq zliczanie
tRNA jest niewiarygodne ze wzgledu na trudnosci w przepisywaniu modyfikowanych RNA na cDNA.
Natomiast wzbogacenie moze sugerowac nie tyle wieksza liczbe tRNA, a utrate ich modyfikacji. Z
danych RNA-seq nie da sie bez dodatkowych modyfikacji okreslic, czy w komdrce byto wiecej RNA.

W kolejnej czesci Wynikow autor wraca do poszukiwania potencjalnych inhibitoréw PNPazy. Testuje
biblioteke czasteczek, prowadzi wstepna selekcje i wybiera 23 zwigzki chemiczne do dalszych testéw
inhibicji aktywnosci polimeryzacyjnej i degradacyjnej biatka PNP. Czasteczki testuje in vivo i in vitro.
Brakuje przyktadowych krzywych inhibicji, wzrostu bakterii. Zele przedstawiajace aktywno$é PNP in
vitro sa stabo opisane. Autor modgt sie pokusi¢ o przedstawienie struktur chemicznych
najefektywniejszych zwigzkdéw chemicznych. Tym bardziej, ze w pracy sa akapity dotyczace struktury
biatka PNP. Czy mozna podejrzewa¢ mechanizm dziatania wybranych zwigzkéw?

W Dyskusji autor podsumowuje przedstawione wyniki w kontekscie znanej literatury. Robi to w sposéb

prawidtowy.
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Praca doktorska przedstawiona przez Pana mgra Jakuba Skibinskiego opisuje ciekawe zagadnienie, ale
brakuje w pracy opowiesci. Autor przedstawit w sposob dosé chaotyczny zbidr danych, ktére mogty byc
lepiej opracowane i potaczone tak, by zbudowac historie o PNPasie. Tego zabrakto. Natomiast sama
warto$¢ wynikdw jest znaczaca i po odpowiednim opracowaniu oraz dokonczeniu prac
eksperymentalnych bedzie wartoscia dla dyscypliny. Pozostaje duzy niedosyt odnosnie do skapych
analiz danych oraz sekwencji przedstawiania wynikéw oraz danych przedstawionych z mata
starannoscia (opisy zeli na rycinach). Brakuje kompleksowych analiz, zdje¢ zrédtowych, ktérych w
manuskrypcie nie trzeba zataczaé, ale w doktoracie powinny sie znalez¢. Praca jest mato dojrzata, ale
trudno nie dostrzec, ze autor wtozyt duzo pracy w realizacje zadan badawczych.

Mimo uwag, przedtozona mi do oceny prace oceniam pozytywnie.

Stwierdzam, ze praca doktorska Pana mgra Jakuba Skibinskiego spetnia warunki okreslone w artykule
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668 z
pozn.zm.).

Zwracam sie do Komisji Uniwersytetu £édzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie Pana mgra Jakuba Skibiniskiego do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Dr hab. Agata Starosta, prof. IBB PAN
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