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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Jakuba Mikolaja Skibinskiego
pod tytulem
wldentyfikacja niskoczgsteczkowych zwigzkow hamujgcych aktywnosé wybranych enzymow

zaangaZowanych w metabolizm RNA u Helicobacter pylori”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Jakuba Mikolaja Skibinskiego
zostala wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Mikotajczyk-Chmiela
w Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego.

Badania zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty zrealizowane dzieki
finansowaniu Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu ,,SONATA BIS 9” (nr
2019/34/E/NZ1/00338) pt. ,,Badania strukturalne udziatu degradosomu RNA w trans-
translacji w swietle przeciwbakteryjnej aktywnosci pirazynamidu — perspektywy wynalezienia
lekow przeciw(myko)bakteryjnych”, kierowanego przez dr hab. Przemystawa Plocinskiego,
prof. UL, w ktérym Doktorant pehnit role wykonawcy. Praca powstata rowniez w ramach
Konkursu Grantowego Uniwersytetu L.odzkiego ,,Doktoranckie Granty Badawcze IDUB —
edycja 2023 (program ,,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza”), w ramach projektu
pt. ,, Identyfikacja funkcji biatka PapS u Helicobacter pylori w metabolizmie tRNA”, ktorego
kierownikiem byl mgr Jakub Skibinski.

Uzasadnienie podjetego przez doktoranta tematu badawczego, zatytulowanego
Sldentyfikacja niskoczgsteczkowych zwigzkow hamujgcych aktywnosé wybranych enzymow
zaangazowanych w metabolizm RNA u Helicobacter pylori”, jest w $wietle obecnego stanu
wiedzy w pelni zasadne i celowe. Zakazenia bakteria H. pylori stanowig powazny problem
kliniczny na skale $wiatowa, bedac gldéwna przyczyng choréb wrzodowych zoladka oraz
istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju raka Zoladka. Narastajaca oporno$¢ tego patogenu na
powszechnie stosowane antybiotyki, wynikajaca z jego wysokiej zmienno$ci genetycznej oraz
zdolnosci do tworzenia biofilmu, drastycznie ogranicza skutecznos$¢ dotychczasowych
schematéw eradykacji. W tym kontekscie poszukiwanie nowych celéw terapeutycznych jest
pilna potrzeba medyczng. Enzymy zaangazowane w metabolizm RNA, ze wzgledu na ich
kluczowa rolg w procesach replikacji, transkrypcji oraz regulacji ekspresji genow bakteryjnych,
stanowig niezwykle atrakcyjne, a zarazem stabo jeszcze rozpoznane cele dla nowych lekow.

W szczeg6lnosci skoncentrowanie si¢ Doktoranta na badaniu roli polinukleotydofosforylazy
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(PNPaza, biatko PNP) jest trafnym posuni¢ciem, gdyz enzym ten, posiadajacy witasciwosci
egzonukleolityczne oraz zdolno$¢ do polimeryzacji rybonukleotydoéw, odgrywa fundamentalna
role w kontroli jako$ci RNA i modulowaniu ekspresji genéw wirulencji. Ze wzglgdu na fakt,
ze PNPaza jest enzymem niezbednym dla przetrwania wielu patogennych bakterii, a jej
struktura wykazuje istotne roznice funkcjonalne w poroéwnaniu do odpowiednikow
eukariotycznych, stanowi ona niezwykle atrakcyjny, a zarazem unikalny cel dla terapii
celowanej. Dlatego identyfikacja matoczasteczkowych inhibitoréw PNPazy oraz innych
komponentow degradosomu otwiera droge do zaprojektowania nowoczesnych strategii
terapeutycznych, ktére moglyby skutecznie blokowa¢ kluczowe procesy metaboliczne H.
pylori, przy jednoczesnym ograniczeniu negatywnego wplywu na mikrobiot¢ pacjenta.
Podjecie badan nad tym zagadnieniem wypetnia istotng luke w literaturze przedmiotu, taczac
zaawansowang biochemig¢ strukturalng z praktycznym wymiarem projektowania lekéw. Praca
ta jest zatem nie tylko naukowo uzasadniona, ale réwniez wysoce innowacyjna w obliczu
globalnego kryzysu antybiotykowego, oferujac nowatorskie podej$cie do zwalczania zakazen
opornymi szczepami H. pylori.

Ocena formalna

Struktura rozprawy doktorskiej Pana mgr. Jakuba Skibinskiego jest w petni poprawna,
logiczna 1 wykazuje wysoka dbato$¢ o warsztat naukowy. Podzial tresci odzwierciedla
klasyczny model wywodu naukowego, co pozwala na przejrzyste $ledzenie procesu
badawczego — od podstaw teoretycznych, przez rygorystyczny opis metodyki, az po
szczegdtowa prezentacje wynikow 1 ich krytyczng interpretacj¢. Praca, zrealizowana w ramach
wspotpracy z takimi jednostkami jak Instytut Biologii Medycznej PAN w Lodzi, Uniwersytet
Gdanski oraz Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego,
dokumentuje badania nad kluczowymi komponentami degradosomu RNA H. pylori (PNP,
RhpA, PapS). Uktad treSci potwierdza, ze formalnie praca jest typowa monografiag naukowa,
przygotowang zgodnie z tradycyjnymi wymogami stawianymi dysertacjom doktorskim.
Dodatkowo dysertacja zawiera niezbedne elementy formalne, takie jak wykaz skrotow,
podziekowania oraz streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim. Praca stanowi istotny wktad
w zrozumienie mechanizméw metabolizmu RNA u tego patogenu, co zostato poparte m.in.
analizami transkryptomicznymi oraz testami fenotypowymi szczepow delecyjnych.

Ocena merytoryczna
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Wstep teoretyczny dysertacji stanowi dojrzale i wyczerpujace wprowadzenie
w problematyke badawcza, wykazujac pelna spojnos¢ z tytulem oraz zakresem
merytorycznym pracy. Struktura tekstu jest przejrzysta, logiczna i w petni odpowiada
standardom obowigzujagcym w monografiach naukowych. Doktorant w sposob
usystematyzowany wprowadza czytelnika w problematyke metabolizmu RNA, przechodzac od
og6lnych mechanizmoéw funkcjonowania komorek prokariotycznych, az do specyfiki patogenu
H. pylori. Na szczegdlng uwage zashuguje rzetelne scharakteryzowanie tzw. degradosomu
minimalnego, w sktad ktérego wchodzg rybonukleaza J (RNaza J) oraz helikaza RNA (RhpA).
Doktorant trafnie identyfikuje kluczowa rol¢ tych enzymow w procesach degradacji i
dojrzewania czasteczek RNA, podkreslajac jednoczesnie znaczenie synergistycznej interakcji
migdzy nimi dla adaptacji patogenu do warunkéw srodowiskowych zotadka. Z merytorycznego
punktu widzenia tekst jest poprawny i oparty na aktualnym pi$miennictwie. Bardzo dobrze
wyeksponowano roznice strukturalne 1 funkcjonalne pomigdzy organizmami modelowymi (jak
E. coli czy B. subtilis) a H. pylori, co stanowi solidny fundament dla dalszej czg$ci pracy
eksperymentalnej. Poprawnie sformutowano definicje 1 wyjasniono roéznice miedzy
prokariotycznymi degradosomami a eukariotycznymi egzosomami, co eliminuje ryzyko
niescisto$ci terminologicznych. We wstepie nie stwierdzitem btedéw merytorycznych.

Mam jednak drobne sugestie, ktore moga przydaé si¢ podczas przygotowywania
w przysztosci publikacji naukowych.

Doktorant wymienia przeciwciata klasy IgM/IgG w diagnostyce serologicznej H. pylori.
Nalezy zaznaczy¢, ze w praktyce klinicznej ztota zasada serologii dotyczy niemal wylacznie
przeciwcial klasy IgG (i ewentualnie IgA). Przeciwciata klasy IgM nie sa uzyteczne
w diagnostyce zakazen H. pylori, gdyz zakazenie to ma charakter przewlekty, a odpowiedz [gM
jest krotkotrwala. Zaleca si¢ usuniecie lub ograniczenie zapisu do IgG.

Doktorant stusznie przywotuje role PNPazy w degradacji oksydacyjnie uszkodzonego
RNA. Warto jednak doda¢ jedno zdanie wyjasniajace, czy sugerowana rola ,,usuwania
uszkodzonych tancuchéw” jest procesem wysoce specyficznym (tzn. czy PNPaza rozpoznaje
8-0x0G bezposrednio?), czy tez jest to wynik jej ogdlnej aktywnosci na niestabilnych,
uszkodzonych strukturach RNA?

W tabeli 1, w wierszu dotyczacym ,katalazy, peroksydazy ponadtlenkowej”,

w kolumnie ,,Wtasciwosci biologiczne” wymieniono: ,,Hamowanie reaktywnych form tlenu
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oraz NO;”. Nalezy poprawi¢ zapis chemiczny: powinno by¢ NO (tlenek azotu), a nie NO:
(dwutlenek azotu).

Doktorant napisat: ,,LPS zaburza rowniez inne kluczowe ogniwo odpornosci wrodzonej
Jjakim jest aktywnos¢ cytotoksyczna naturalnych komorek zabijajgcych - NK™. Jest to poprawne,
ale w literaturze cze¢sciej podkresla si¢, ze to toksyna VacA bezposrednio hamuje odpowiedz
komoérek T i NK. Warto sprawdzié, czy w cytowanym zrodle [52] gtownym czynnikiem jest
LPS, czy VacA, aby zachowac precyzje.

Dodatkowo w wierszu ,,RNaza E” dla H. pylori i C. jejuni wpisano ,,Brak”. Jest to
poprawne, ale w kolumnie ,,Funkcja i uwagi” warto doda¢, ze chociaz homologa RNazy E nie
ma, to funkcje endorybonukleolityczne sa przejete przez inne enzymy (co jest zreszta wskazane
w tabeli, ale warto zachowac pelng spdjnos¢ wizualng).

Sformutowany cel pracy doktorskiej mgr. Jakuba Skibinskiego jest precyzyjny,
logicznie ustrukturyzowany 1 w petni adekwatny do tematyki rozprawy, wskazujac na wysoki
poziom dojrzatosci naukowej Doktoranta. Projekt badawczy taczy w sobie ambitne cele
poznawcze, obejmujace molekularng charakterystyke kluczowych enzyméw metabolizmu
RNA, z istotnym wymiarem aplikacyjnym, jakim jest poszukiwanie nowych celéw
terapeutycznych w zwalczaniu zakazen H. pylori.

Cele szczegdtowe stanowig spojng 1 kompletng $ciezke realizacji postawionego celu,
obejmujac petne spektrum metodologii: od inzynierii biatek i analizy biochemicznej in vitro,
poprzez mapowanie interakcji biatko-biatko, az po zaawansowane badania funkcjonalne na
szczepach delecyjnych. Na szczeg6lng uwage zashuguje nowatorskie podejscie do weryfikacji
roli biatka PapS oraz proba zintegrowania danych strukturalnych z wynikami testow
przesiewowych inhibitoréw, co znacznie podnosi warto$¢ naukowa dysertacji.

Podsumowujac, sformulowany cel naukowy spelnia wymog niezbedny dla uznania
ocenianej pracy doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznacza¢ si¢
praca doktorska, poniewaz jego realizacja istotnie poszerza dotychczasowa wiedze¢ oraz
stanowi przyczynek do oryginalnego rozwigzania problemu naukowego.

Rozdziat,,Materiaty i Metody” w przedtozonej pracy doktorskiej jest napisany w sposob
rzeczowy, metodyczny i niezwykle szczegoétowy, co stanowi jego gtowna zalete. Doktorant
w sposob uporzadkowany przedstawit peten wachlarz zastosowanych narzedzi badawczych,
obejmujacy szeroki zakres procedur: od hodowli bakteryjnych (E. coli oraz H. pylori), przez

kompleksowe techniki molekularne (praca z DNA 1 RNA), az po zaawansowane metody
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biochemiczne i biofizyczne (oczyszczanie bialek, Cryo-EM, termoforeza, western blotting).
Bardzo korzystne jest wydzielenie osobnych podpunktow dla technik pracy z poszczegdlnymi
kwasami nukleinowymi oraz biatkami (podrozdziaty 5.2-5.5), co znaczaco utatwia nawigacje
tekstu 1 pozwala czytelnikowi precyzyjnie $ledzi¢ tok rozumowania badawczego. Wykaz
zastosowanych oligonukleotydow, wektoréw oraz odczynnikéw chemicznych jest wzorcowy,
co zapewnia petng powtarzalno$¢ badan. W nawigzaniu do bogatego zestawu metod, chciatbym
prosi¢ Doktoranta o doprecyzowanie kilku kwestii merytorycznych:

Czy przeprowadzono kontrole, w ktorej badano wplyw obecnosci tioflawiny T na sama
aktywno$¢ enzymatyczng PNPazy, aby upewnié si¢, ze barwnik nie dziata jako inhibitor
w uktadzie eksperymentalnym?

W testach przesiewowych dopuszczono obecnos¢ do 4% DMSO. Czy sprawdzono, czy
tak wysokie stezenie rozpuszczalnika w reakcjach z udzialem biatka H. pylori nie wptywa na
stabilno$¢ strukturalng PNPazy lub jej powinowactwo do substratu, szczegélnie po dtuzszym
czasie inkubacji?

Czy przy obliczaniu % redukcji resazuryny dla szczepow o réznych fenotypach (np. Apnp
wykazujacy potencjalnie inny metabolizm) sprawdzano, czy bazowa redukcja w kontroli
ujemnej nie roézni si¢ istotnie miedzy szczepami? Czy brano pod uwage, ze réznice w tempie
wzrostu szczepdw moga wpltywaé na kinetyke redukcji barwnika w czasie 4-godzinnej
inkubacji?

Wspomniano, ze zwigzki hamujgce >50% aktywnosci przy 100 uM testowano ponownie
przy 1 uM, natomiast do dalszych etapow (1 uM) kwalifikowano te hamujace >90% przy 100
uM. Czy to oznacza, ze zwiazki wykazujace inhibicj¢ pomigdzy 50% a 90% zostaty ostatecznie
odrzucone jako nieperspektywiczne, czy sa one traktowane jako inhibitory o stabszym
potencjale?

W metodzie uzyto 96% etanolu do utrwalenia biofilmu, a nastgpnie wysuszono ptytki
w 60°C. Czy tak wysoka temperatura nie wptywa na struktur¢ macierzy zewnatrzkomorkowej
biofilmu (ang. extracellular polymeric substances — EPS), co mogloby zafalszowa¢ wigzanie
fioletu krystalicznego? Czy rozwazano nizszg temperature suszenia?

W metodzie wykorzystano bufor lizujacy do H. pylori. Czy wykluczono mozliwos¢, ze
sktadniki tego buforu (np. detergenty lub zwiazki chelatujace) moga hamowaé aktywnos¢
enzymatyczng katalazy w trakcie pomiaru spektrofotometrycznego? Czy przed pomiarem

usuwano sktadniki buforu lizujacego (np. przez dialize lub wytracanie)?
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W ocenie dynamiki wzrostu w 37°C i1 39°C zastosowano ciaggle wytrzasanie (140
obr./min.). H. pylori jest bakterig mikroaerofilng o specyficznych wymaganiach gazowych. Czy
ciagle wytrzasanie w ptynnym podlozu nie prowadzito do nadmiernego napowietrzenia
hodowli, co moglto wpltywa¢ na stres oksydacyjny i tempo wzrostu bardziej niz sama
temperatura?

Wybrano dawki 5, 10120 J/m?. Na jakiej podstawie wybrano ten zakres i czy w badaniach
wstepnych sprawdzono, czy dawka 20 J/m? nie prowadzi do catkowitej $mierci komorek (tzw.
kill curve), co mogloby uniemozliwi¢ zaobserwowanie réznic w naprawie DNA miedzy
szczepem WT a mutantem?

Rozdzial ,,Wyniki” stanowi niezwykle imponujaca i1 kompleksowa cze$¢ pracy,
dowodzaca wysokiego stopnia zaawansowania warsztatu badawczego Doktoranta. Doktorant
w sposob logiczny i1 konsekwentny przeprowadza czytelnika przez caty proces badawczy: od
etapu czysto biotechnologicznego (produkcja i oczyszczanie biatek), poprzez szczegdtowe
analizy  biochemiczne 1 strukturalne (aktywno$¢ enzymatyczna, oddzialywania
miedzybiatkowe), az po rozbudowane badania fenotypowe i omiczne na poziomie
komoérkowym. Na szczegdlng uwage zastuguje interdyscyplinarny charakter prezentowanych
danych. Potaczenie badan in vitro (aktywnos¢ PNP, PapS, testy przesiewowe inhibitorow)
z eksperymentami in vivo na szczepach delecyjnych pozwala na petne zrozumienie biologicznej
roli badanych biatek w fizjologii H. pylori. Bardzo cenne jest wlaczenie analiz
transkryptomicznych (RNA-seq) dla poszczegdlnych mutantéw, co stanowi istotny fundament
dla interpretacji zmian fenotypowych, takich jak réznice w ruchliwosci, tworzeniu biofilmu czy
wrazliwosci na czynniki genotoksyczne. Prezentacja wynikéw jest bardzo przejrzysta.
Wydzielenie sekcji poswigcone] poszukiwaniu 1 walidacji inhibitorow biatka PNP $wiadczy
o wysokim potencjale aplikacyjnym pracy. Nalezy podkresli¢ duza dbalo$¢ o szczegoty
w analizach kinetycznych oraz wysoka jako$¢ dokumentacji badawczej, co czyni ten rozdziat
niezwykle warto$ciowym wkladem w badania nad patogenem H. pylori.

Za szczegblnie wartosciowe uwazam badania dotyczace konstrukcji szczepdw
delecyjnych dla biatek PNP, RhpA 1 PapS oraz przywracania genu pmp, a takze ich
szczegdtowe] charakterystyki fenotypowej i transkryptomicznej. Stworzenie i rzetelna
walidacja tych szczepow stanowi solidng baz¢ dla interpretacji biologicznej roli badanych
biatek w fizjologii H. pylori. PodejScie to jest systemowe i1 laczy analize fenotypows,

obejmujaca m.in. ruchliwos$¢, tworzenie biofilmu, aktywnos¢ katalazy i ureazy oraz wrazliwos¢
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na stres genotoksyczny i antybiotyki, z poglebiong analiza transkryptomiczng. Wlaczenie
danych z sekwencjonowania RNA dla kazdego z mutantéw pozwala na wiarygodne opisanie
roli genoéw pnp, rhpA oraz papS w regulacji gendw H. pylori. Tak szeroki zakres badan, taczacy
poziom biochemiczny z poziomem catego organizmu oraz jego profilu transkrypcyjnego, jest
niezwykle wymagajacy 1 rzadko spotykany, co znaczaco podnosi range rozprawy. Doktorant
w sposOb przekonujacy wykazuje korelacje migdzy zmianami genetycznymi a fizjologiczng
odpowiedzig bakterii, czynigc ten fragment pracy fundamentem dla zrozumienia
funkcjonowania patogenu w warunkach stresu. Po przeczytaniu tego rozdzialu nasungty si¢ mi

nastgpujace pytania:

1) Doktorant wskazuje, ze mimo bt¢dnej klasyfikacji w bazie UniProt jako polimeraza(A)
RNA, biatkko PapS nie wykazuje aktywno$ci poliadenylacyjnej w testach
fluorymetrycznych (Ryc. 14), natomiast w zelu UREA-PAGE (Ryc. 15) potwierdzono
jego funkcje w dobudowywaniu konca CCA do tRNA. Czy mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ze PapS H. pylori jest wylacznie nukleotydylotransferaza CCA, czy istnieja
przestanki sugerujace, ze posiada ona inne, dotychczas nieopisane funkcje w
metabolizmie RNA, ktore nie zostalty uchwycone w zastosowanych testach?

2) W procesie selekcji inhibitorow PNPazy Doktorant zastosowat kryterium wykluczenia
zwigzkdw wykazujacych wilasciwosci interkalujace z DNA lub RNA. Jakim
konkretnym testem lub procedura techniczng postuzono sie, aby zidentyfikowac te
nieswoiste interakcje przed etapem badan na catych komérkach?

3) W wynikach mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM) Doktorant zauwaza, ze
,, ruchliwos¢ domen peryferyjnych moze skutkowaé ich stabszym odwzorowaniem
w mapie gestosci”. Biorac pod uwage, ze chromatografia SEC wykazala obecnos¢
biatka PNP w formie trimerycznej (sekcja 6.1.5, Ryc. 12a), w jaki sposob
zaobserwowana w cryo-EM | ruchliwos¢” domen peryferyjnych wpltywa na
wiarygodno$¢ projektowania inhibitorow ukierunkowanych na rdzen katalityczny, jesli
dynamiczne domeny moga by¢ istotne dla dostgpu substratu do tego rdzenia?

4) Doktorant wskazuje, ze plazmid SLIC PNP HP CtermStrepTag nie posiada
funkcjonalnego miejsca inicjacji replikacji w H. pylori, co wymusza integracj¢
z chromosomem w tzw. strefie plastycznosci. Czy w toku badan zweryfikowano, czy
integracja ta zachodzi w sposob celowany (poprzez rekombinacj¢ homologiczng

w obrebie sekwencji flankujacych strefe plastyczno$ci), czy tez zachodzi ryzyko
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przypadkowej insercji w innych regionach genomu, co mogloby wptynaé na
obserwowany fenotyp szczepu komplementacyjnego?

5) Doktorant opisuje wyznaczanie czasu generacji (Tq) na podstawie fazy logarytmicznej
wzrostu. W $wietle zaobserwowanych znaczacych roéznic w aktywnos$ci katalazy
(sekcja 6.6.3) oraz ureazy (sekcja 6.6.4) migdzy szczepem dzikim (WT) a mutantem
Apnp, czy wyniki analizy fazy logarytmicznej wykazaly rowniez istotne statystycznie
roéznice w szybkosci wzrostu (Tq) migedzy tymi szczepami, czy moze H. pylori wykazuje
mechanizmy kompensacyjne pozwalajace zachowaé tempo podzialdw pomimo

obnizonej aktywnosci kluczowych enzymoéw metabolicznych?

Podobnie jak wcze$niej omoéwione przeze mnie rozdzialy dysertacji takze rozdziat
zatytulowany ,,Dyskusja” stanowi rzetelne 1 wartoSciowe opracowanie naukowe,
charakteryzujace si¢ wysokim poziomem merytorycznym oraz logiczng strukturg argumentacji.
Doktorant bardzo skutecznie osadza wlasne wyniki badan nad metabolizmem RNA u H. pylori
w szerszym kontekscie literatury przedmiotu, dokonujac trafnych poréwnan do dobrze
poznanych modeli bakteryjnych (E. coli, B. subtilis, M. tuberculosis). Takie podej$cie pozwala
czytelnikowi na pelne zrozumienie specyfiki minimalnego degradosomu H. pylori oraz
ewolucyjnych uwarunkowan prowadzacych do redukcji jego genomu przy zachowaniu
krytycznych funkcji regulacyjnych. Do najwigkszych zalet dyskusji nalezy ostrozno$¢
interpretacyjna oraz wysoka jako$¢ analizy krytycznej. Doktorant nie nadinterpretowuje
uzyskanych danych, co szczegodlnie wyraznie wida¢ w przypadku weryfikacji funkcji biatka
PapS. Zamiast bezkrytycznie przyjmowacé bledng adnotacje¢ z bazy danych, Doktorant na
podstawie analizy bioinformatycznej i1 badan biochemicznych proponuje przeklasyfikowanie
tego enzymu na CCA-tRNA nukleotydylotransferaze, co stanowi istotny wktad pracy w korekte
wiedzy metabolizmie RNA tego patogenu. Ponadto, warto doceni¢ wielowymiarowos¢
przedstawionych analiz — tgczenie wynikow biochemicznych (aktywnos$¢ in vitro) z danymi
fenotypowymi (ruchliwo$¢, biofilm, przezywalno$¢ w stresie) oraz transkryptomicznymi
(RNA-seq) daje spdjny i1 kompletny obraz biologicznego znaczenia badanych biatek (PNP,
RhpA, PapS).

Dyskusja dotyczaca potencjatu aplikacyjnego badanych enzymow jest niezwykle
aktualna, zwlaszcza w obliczu narastajgcej antybiotykoopornosci H. pylori. Doktorant stusznie
podkresla, ze celowanie w komponenty degradosomu RNA stanowi obiecujaca strategie

terapeutyczng, a zastosowanie rygorystycznego modelu porownawczego (szczepy WT, Apnp,
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pnp++) znaczaco podnosi wiarygodnosc¢ tezy, iz PNPaza jest faktycznym celem molekularnym
wytypowanych inhibitorow. Tekst jest napisany jezykiem naukowym o wysokiej precyzji,
a cytowana literatura jest trafnie dobrana i adekwatnie skomentowana. Jako kierunek dalszych
badan warto rozwazy¢ glebsza analize przejSciowych interakcji biatkowych w warunkach
fizjologicznego stresu, co mogtoby rzuci¢ nowe swiatto na funkcjonalng niezalezno$¢ PNPazy,
o ktorej Doktorant stusznie wspomina.

Do tego rozdziatu mam jedno pytanie w nawigzaniu do tekstu dotyczacego inhibitorow.
Doktorant zauwaza, ze efektywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wybranych zwigzkow (np.
niklozamidu) jest zalezna od obecno$ci funkcjonalnego genu pnp. W zwiazku z tym czy
przeprowadzone analizy pozwolily ustali¢, czy inhibitory te dziataja poprzez blokowanie
aktywnos$ci katalitycznej centrum aktywnego PNPazy (konkurencja z substratem), czy tez
wywoluja efekt hamujacy poprzez destabilizacje trimerycznej struktury biatka, co mogloby
uniemozliwia¢ jego prawidlowe funkcjonowanie w cytoplazmie H. pylori?

Whnioski koncowe zawarte w dysertacji zostaly w mojej ocenie sformulowane

poprawnie oraz adekwatnie do wynikow.

Whiosek koncowy
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Jakuba Skibinskiego w petni spetnia
warunki okreslone w art. 187 ust. 1 1 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742, z pdzn. zm.). Stwierdzam, iz:

1. Sposob ujgcia tematu, rzetelny przeglad literatury oraz precyzyjne osadzenie wynikow
w konteks$cie wspotczesnej nauki dowodza, ze Doktorant posiada poglebiong i
ugruntowang wiedz¢ teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne. Doktorant wykazat
si¢ biegloscig w postugiwaniu si¢ jezykiem naukowym oraz doskonatym zrozumieniem
ztozonych proceséw biologicznych stanowigcych przedmiot badan.

2. Mgr Jakub Skibinski dowiodt, Ze potrafi samodzielnie planowaé i realizowaé
zaawansowane prace badawcze. Swiadcza o tym poprawnie sformutowane hipotezy,
dobor adekwatnych, nowoczesnych metod eksperymentalnych, a takze umiejgtnosc
krytycznej interpretacji uzyskanych danych oraz wyciagania wywazonych wnioskow.

3. Oceniana praca stanowi oryginalne rozwigzanie postawionego problemu badawczego,

wnoszac istotny wklad w rozwodj dyscypliny. Wysoki potencjat aplikacyjny
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1 komercyjny przedstawionych rezultatéw $wiadczy o unikatowosci rozprawy na tle

dotychczasowego stanu wiedzy.

Majac powyzsze na uwadze, stwierdzam, ze praca doktorska istotnie poszerza stan
wiedzy w dyscyplinie nauki biologiczne. W zwigzku z tym wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr.
Jakuba Skibinskiego do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, ze wzgledu na wyjatkowa warto$§¢ naukowa oraz nowatorski charakter
wynikow o wysokim potencjale wdrozeniowym, z pelnym przekonaniem wnosz¢ do Komisji
Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne
0 wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskie;j.

Szczegotowe uzasadnienie wyrdznienia:

Praca doktorska podejmuje niezwykle istotny i aktualny problem medyczny —
narastajacg antybiotykooporno$¢ H. pylori, patogenu bedacego gltownag przyczyna chorob
wrzodowych 1 raka zotadka. Poszukiwanie nowych celow terapeutycznych, zwlaszcza w
obszarze metabolizmu RNA, odpowiada na pilng potrzeb¢ opracowania innowacyjnych
strategii leczenia. Rozprawa wnosi istotny wktad w zrozumienie mechanizméw metabolizmu
RNA u H. pylori. Za szczegblnie warto$ciowe nalezy uzna¢ badania nad rolag biatek
degradosomu (PNP, RhpA) oraz rozwoj i1 aktualizacj¢ wiedzy na temat funkcji biatka PapS,
ktore dzigki badaniom  Doktoranta zostalo  poprawnie  sklasyfikowane jako
nukleotydylotransferaza CCA. Praca wykazuje wysoki potencjal komercyjny 1 wdrozeniowy.
Identyfikacja matoczasteczkowych inhibitorow PNPazy otwiera realng droge do projektowania
nowoczesnych terapii celowanych, ktoére moglyby skutecznie zwalcza¢ zakazenia opornymi
szczepami H. pylori przy jednoczesnym ograniczeniu wpltywu na mikrobiote pacjenta.
Doktorant zastosowal imponujacy, interdyscyplinarny zestaw mnowoczesnych technik
badawczych, obejmujacy inzynieri¢ biatek, zaawansowane metody biochemiczne i biofizyczne
(m.in. Cryo-EM) oraz analizy omiczne (RNA-seq). W szczego6lnos$ci na podkreslenie zastuguje
systemowe podejScie, integrujace dane strukturalne z wynikami testow przesiewowych
inhibitorow oraz weryfikacja fenotypowa na skonstruowanych szczepach delecyjnych. Taka
kombinacja metod, faczaca poziom molekularny z fizjologia catego organizmu, jest niezwykle

wymagajaca 1 rzadko spotykana, co znaczaco podnosi range rozprawy.

Rzeszow, 14/07/2026 prof. dr hab. Maciej Wnuk

Podpisane elektronicznie przez Maciej
Whnuk (Certyfikat kwalifikowany) w dniu

2026-07-14.
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