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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana magistra Lukasza Makowskiego
»Charakterystyka procesu replikacji chromosomu u drapieznej bakterii

Bdellovibrio bacteriovorus”

Poznanie mechanizméw podstawowych procesow zyciowych odbywa sie Zazwyczaj z.
wykorzystaniem  organizméw  modelowych, fatwych do manipulacji w  warunkach
laboratoryjnych. Takimi organizmami sg bakterie o dobrze poznanej genetyce i mozliwosciach
bioinzynierii. Jednakze, prawdziwym wyzwaniem sg badania organizméw o nietypowych
sposobach rozwoju. Badania te, cz¢sto trudne i pionierskie, przynosza w rezultacie bardzo wazne
i przelomowe odkrycia zmieniajgce niekiedy dotychczas ustalone schematy. Proces replikacji
DNA wydawatby si¢ bardzo dobrze poznany dzigki badaniom na wielu modelach bakteryjnych i
eukariotycznych, takze w zakresie regulacji powielania materiatu genetycznego i dopasowania
czasu replikacji do stanu fizjologicznego organizmu. Aczkolwiek badania nad mato znanymi do
tej pory organizmami przynosza nadal nowe zaskakujace odkrycia bedace waznym etapem w
poznawaniu podstawowych procesow zyciowych oraz interakcji miedzy organizmami. Do takich
badan nalezg prowadzone od wielu lat w zespole Pani prof. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej
analizy mechanizméw regulacji replikacji u nietypowych mikroorganizméw. Badania te
wykorzystuja szerokie mozliwosci techniczne, zaplecze i umiejgtnosei rozwijane w zespole Pani
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we Wroctawiu, jak i na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Z tych szerokich
mozliwosci skorzystal doktorant, Pan f.ukasz Makowski, pracujac nad swoja rozprawg doktorskg
w zespole Prof. Zakrzewskiej-Czerwinskiej. Co w rezultacie przyniosto bardzo interesujace i
cenne odkrycia zaprezentowane w ocenianej pracy.

Celem pracy mgr Makowskiego bylo scharakteryzowanie procesu replikacji bakterii
Bdellovibrio bacteriovorus. Bakteria ta ma nietypowy cykl zyciowy, gdzie kluczowym etapem
jest rozwdj w komorce gospodarza - innej bakterii Gram-ujemnej. Ten niezwykly jak na
bakterie, pasozytniczy sposob rozmnazania, jest interesujacy dla badan podstawowych, jak
rowniez dla potencjalnego zastosowania tego organizmu w zwalczaniu bakterii patogennych.
Dlatego wybér modelu badawczego byt bardzo istotny dla badan Doktoranta, w zwigzku z czym
jego prace sg istotnym elementem wspolczesnych nurtéw badan naukowych. Rozprawa sklada
sie z trzech wieloautorskich publikacji w recenzowanych czasopismach naukowych, wraz ze
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, oraz wprowadzeniem do przedstawianej tematyki.
Taka prezentacja rozprawy doktorskiej jest zgodna z wymogami okreslonymi w ustawie z dnia
14 marca 2003 o tytule naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w
zakresie sztuki. W mysl tej ustawy, rozprawa doktorska moze stanowi¢ wyodrgbniong czgs$¢
pracy zbiorowej pod warunkiem wykazania odpowiedniego wkiladu kandydata w opracowanie
zalozen pracy, wykonaniu prac eksperymentalnych, opracowaniu wynikéow i odpowiedniej ich
prezentacji. Dla tego celu zostaly przestawione oswiadczenia wspétautoréow publikacji wraz z
opisem wktadu Doktoranta w realizacj¢ prac. Oswiadczenia te wyraznie wskazujg, iz Doktorant
pelnit istotng role w kazdej z tych publikacji - w zwigzku z czym mogg stwierdzi¢, ze wymogi
formalne zawarte w ustawie zostaty spetnione.

Na rozprawe skiadajg si¢ dwie prace eksperymentalne i jedna przegladowa. Prace
eksperymentalne zostaty opublikowane w Frontiers of Microbiology i Applied Environmental
Microbiology, ktére sg uznanymi czasopismami z zakresu mikrobiologii, o duzym znaczeniu i
zasiegu. W pracach tych Pan mgr Makowski jest pierwszym autorem a jego udzial w powstaniu
publikacji wynosi, na podstawie oswiadczeni, odpowiednio 70 i 55%. W pracach tych Doktorant
zaplanowat, wykonat i przeanalizowal przewazajaca czgs¢ eksperymentow zaréwno in vitro jak i
in vivo, bral tez udziat w przygotowywaniu manuskryptow publikacji wraz z Promotorem
rozprawy. Trzecia publikacja to praca przegladowa, ktéra ukazata si¢ w polskojezycznym
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okreslony na 80%. Opublikowanie wynikéw pracy doktorskiej wskazuje tez, iz rezultaty badan
zostaty juz krytycznie ocenione przez ekspertéw oraz iz zostaty udostgpnione szerokiemu
kregowi naukowemu - $wiadczy to o znaczeniu prezentowanych badan.

Prace eksperymentalne przedstawiajg ciekawy zestaw wynikow opartych na $wietnie
dobranej metodologii. W pracy wykorzystane zostaty m.in. nowoczesne techniki przyzyciowego
obrazowania mikroskopowego w czasie rzeczywistym, co pozwolito na precyzyjne okreslenie
umiejscowienia i dynamiki chromosomoéw B. bacteriovorus podczas replikacji DNA i proceséw
prowadzacych do powstania komoérek potomnych. Z uwagi na bardzo ograniczong wiedze na
temat mechanizmow powielania materiatu genetycznego tej nietypowej bakterii, pierwszym
zadaniem byfo okreslenie podstawowych parametréw i czynnikdéw uczestniczacych w tym
procesie, Metodami zaréwno in silico jak i in vitro i in vivo zostaly wyznaczone miejsca startu
replikacji (origin) jak i rejon odpowiadajacy za rozwijanie podwdjnej nici DNA.
Scharakteryzowane zostato biatko inicjatorowe DnaA oraz jego oddzialywanie z rejonem origin,
Jak réwniez mozliwo$¢ wigzania odpowiednich biatek DnaA z komérek gospodarzy. Te
informacje staty si¢ podstawg do drugiej cz¢sci badan, ktora miata odpowiedzieé¢ na pytanie o
liczbg, potozenie i dynamike replisoméw w komorkach B. bacteriovorus. Zastosowanie
znakowanych fluorescencyjnie bialek: elementu maszynerii replikacyjnej DnaN i biatka
cytoplazmatycznego PilZ umozliwity okreslenie potozenia samej bakterii w czasie rozwoju w
komorce E. coli jak i uwidocznienie miejsc dziatania kompleksu polimerazy DNA. Specyficzny
rozwdj drapieznej bakterii wewnatrz zmodyfikowanej komorki gospodarza dotyczy takze
rozdzielenia w czasie procesu powiclenia DNA i pézniejszego podziatu komérki - poczatkowo
formuje si¢ dugi filament zawierajgcy kilka replisoméw i nastepnie kilka kopii chromosomu
bakteryjnego. Septacja jest skorelowana z liza komorki gospodarza. Badania umozliwity
obserwacje kolejnych etapéw rozwoju uwolnionych bakterii potomnych - co ciekawe, czas ataku
kolejnych komorek ofiary przez B. bacteriovorus zalezy od wielu czynnikdw, m.in. gestosci
komorek gospodarza. Wyniki badan przedstawionych w tych dwoch pracach doktadnie opisuja
mechanizmy replikacji i rozwoju B. bacteriovorus i stanowia wazny wkiad w badania nad tg
pasozytniczg bakteria. Praca przegladowa opisuje cykl zyciowy B. bacteriovorus oraz
podobnych do niej bakterii, stanowigc interesujace podsumowanie dotychczasowej wiedzy,
wskazuje ona na doglebng wiedzg Doktoranta w tematyce rozwoju i potencjalnego zastosowania

tych bakterii.



Jak w wigkszosci projektow naukowych, takze i tu, dotychczas uzyskane wyniki generujg
kolejne pytania i otwierajg nowe mozliwosci badawcze. W zwigzku z tym chciatam zadac kilka
pytan dotyczacych interpretacji i implikacji rezultatow badan:

1. Jaki wptyw majg sygnaty quorum sensing komorek ofiary na faz¢ wzrostu i rozwoju B.
bacteriovorus?

2. Czy zostata scharakteryzowana odpowiedz $cista u B. bacteriovorus oraz jej
potencjalna rola w procesie rozwoju bakterii w komorce gospodarza i wyborze cyklu zyciowego,
szczegolnie w $wietle informacji o rozpoznawaniu stanu komorki ofiary i mozliwosci
dopasowywania si¢ do niej poprzez wybor odpowiedniej drogi rozwoju?

3. Jakie sg potencjalne zagrozenia i sposoby ich zapobiegania w potencjalnej terapii z
zastosowaniem B. bacteriovorus - z uwagi na szeroki zakres gospodarzy?

4. Jak odbywa si¢ atak na komorke ofiary w przypadku komorek B. bacteriovorus, ktore

nie dokonczyty cyklu zyciowego i potrzebujg w tym celu nowej ofiary?

Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera zestaw oryginalnych, bardzo ciekawych i
dobrze przeprowadzonych badan, wyjasniajgcych mechanizmy replikacji 1 rozwoju
pasozytniczej bakterii Bdellovibrio bacteriovorus. Nalezy podkresli¢ wysoki poziom
nowatorstwa badan wynikajgcy zardéwno z tematyki jak i zastosowanej metodologii. Prace
oceniam bardzo wysoko z uwagi na jej wklad w zrozumienie podstawowych procesow
zyciowych u mato poznanej i bardzo interesujgcej bakterii. Podsumowujgc, moge z pelnym
przekonaniem stwierdzi¢, iz rozprawa doktorska Pana mgr Lukasza Makowskiego spelnia
wszystkie wymagania zawarte w ustawie. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Rady Naukowe;j
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu do
dopuszczenie Pana mgr Lukasza Makowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczes$nie z uwagi na znaczenie naukowe oraz nowatorstwo prezentowanej rozprawy sktadam

wniosek o nagrodzenie jej stosownym wyrdznieniem.




