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Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgr Lukasza Makowskiego

p.t. ,Charakterystyka procesu replikacji chromosomu u drapieznej bakterii

Bdellovibrio bacteriovorus”

Bdellovibrio bacteriovorus jest bakterig charakteryzujgca sie niezwyklym, drapieznym
stylem zycia i zwigzanym z tym unikalnym cyklem rozwojowym, ktérego najwazniejszym
etapem jest proces replikacji genomu. Warunkiem wzrostu i namnazania sie tych bakterii jest
obecnos¢ w $rodowisku innych bakterii, ktére sa celem ataku. Ze wzgledu na to, ze
drapiezcy atakujg rézne gatunki bakterii patogennych, obok bakterii saprofitycznych,
obserwuje sie duze zainteresowanie praktycznym zastosowaniem B. bacteriovorus. Daje to
nadziej¢ na wykorzystanie tych bakterii jako ,naturalnych antybiotykéw” w walce z
zakazeniami bakteryjnymi. Sg juz opublikowane rézne przykiady wykorzystania B.
bacteriovorus w przemysle, weterynarii i medycynie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr tukasza Makowskiego zostata
wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu pod kierunkiem prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej. W sktad rozprawy doktorskiej
wchodzg dwie oryginalne wspétautorskie prace opublikowane w wysoko notowanych
czasopismach z bazy JCR: (1) Initiation of chromosomal replication in predatory bacterium
Bdellovibrio bacteriovorus. Front. Microbiol., 2016, 7:1898, w ktérej mgr t. Makowski jest
pierwszym autorem, z 70% deklarowanym udziatem w wykonaniu i napisaniu pracy. (2)
Dynamics of chromosome replication and its relationship to predatory attack lifestyles in
Bdellovibrio bacteriovorus. Appl Environ Microbiol. 2019 (zaakceptowana do druku), w ktérej
Doktorant deklaruje 55% wktad wtasny. Obok prac oryginalnych w sktad rozprawy wchodzi
takze dwuautorska praca przegladowa p.t. Cykl zyciowy drapieznej bakterii Bdellovibrio

bacteriovorus. Postepy Hig Med Dosw, 2018, w wykonaniu ktérej, wktad Doktoranta wynosit
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80%. Udziat pozostatych autoréw afiliowanych w réznych jednostkach naukowych (takze
zagranicznych) zostat przedstawiony w odrebnych o$wiadczeniach podpisanych przez
wspotautorow i wskazujacych na dominujgacg role mgr Makowskiego w wykonaniu i
opracowaniu rozprawy. Dodatkowo, autor opracowat (co bardzo sobie cenig!) kilkunasto-
stronicowe, dobrze napisane Wprowadzenie do rozprawy zawierajgce opis etapow
bakteryjnego drapieznictwa, przebiegu wtasnych badan nad replikacja DNA B. bacteriovorus
i uzyskanych wynikow.
W sktad catego dorobku naukowego Doktoranta wchodzi takze wspotautorska publikacja w
wysoko punktowanym czasopiémie: Donczew R., Makowski L. i in. The atypical response
regulator HP1021 controls formation of the Helicobacter pylori replication initiation complex.
Mol Micro, 2014. Badania byty finansowane m.in. z programéw NCN Maestro i Erasmus.
Modelem badawczym w przedstawionej rozprawie jest Bdellovibrio bacteriovorus,
Gram-ujemna bakteria, pasozytujgca na saprofitycznych i patogennych bakteriach tej same;j
grupy. Jej niezwykly proces rozmnazania sktada sie z dwdéch etapow: ataku, w ktdrym
bakterie nie dzielg sie i bardzo intensywnie szukajg ofiary. Po osiggnieciu celu, czyli inwazji
do peryplazmy komorki ofiary, przechodza w fazg wzrostu tworzac diugi filament, w ktérym
zachodzi replikacja genomu drapiezcy, synteza sept podziatowych i tworzenie kilku (od 2- do
9) komoérek potomnych, ktore uwalniajg sie do $rodowiska i sg zdolne do kolejnych atakéw
po osiggnieciu przez komorki odpowiedniej wielkosci. Powstawanie potomnych komérek B.
bacteriovorus jest réwnoczesne z rozpadem komérki ofiary spowodowanej intensywnga
degradacjg makroczgsteczek ofiary (DNA, biatek, peptydoglikanu). Caty cykl rozwojowy B.
bacteriovorus trwa ponad 3 godz.

Celem badan Doktoranta przedstawionych w pierwszej oryginalnej publikacji byly,
nieopisane do tej pory, badania molekularne inicjacji replikacji B. bacteriovorus. Gtéwne
osiggnigcia Doktoranta w tym etapie pracy, to analiza in silico fragmentu genomu, gdzie
zidentyfikowano region oriC, w ktérym rozpoczyna sie replikacja genomu. Ten region,
podobnie jak w innych bakteriach. zlokalizowano miedzy genami dnaA i dnaN. W tym
regionie zidentyfikowano réwniez osiem miejsc wiazania sie biatka inicjatorowego DnaA do
tzw. bokséw DnaA oraz miejsce rozplatania DNA tzw. DUE (DNA unwinding element). W
kolejnych analizach tego regionu z uzyciem zaawansowanych metod in vitro i in vivo
potwierdzono swoiste wigzanie biatka DnaA do wszystkich miejsc wigzania w regionie oriC z
utworzeniem jednego duzego kompleksu. Co ciekawe, stwierdzono, ze biatka DnaA
izolowane z E. coli i P. putida wigzg sie do DnaA bokséw w sposob odmienny (taki jak w ich
macierzystej komorce), a homologiczne wigzanie BdDnaA do DnaA bokséw BdoriC jest

stabsze niz w przypadku heterologicznego wigzania. Zmapowano réwniez miejsce inicjacii



replikacji w regionie DUE. Podsumowujac, opisano po raz pierwszy caty funkcjonalny region
inicjacji replikacji DNA w komorkach Bdellovibrio bacteriovorus.

Nastepnym etapem replikacji genomu jest synteza potomnych nieci DNA z udziatem
DNA polimerazy |ll i innych biatek tworzacych replisom. Celem kolejnych badan Doktoranta
byto zbadanie dynamiki (choreografii) replikacji chromosomu pojedynczej komoérki B.
bacteriovorus w czasie rzeczywistym w mikroskopii fluerescencyjnej (TLFM). Znakujac
odrebnymi barwnikami fluorescencyjnymi biatka komorkowe B. bacteriovorus i DNA,
sledzono pozycje replisoméw w komoérce i ich dynamike przestrzenng podczas catego cyklu
rozwojowego. Tg technikg ustalono miejsce i czas rozpoczecia replikacji w tzw. biegunie
inwazyjnym, po 74 min od wejécia drapiezcy do peryplazmy ofiary, ktérg byt szczep E. coli.
Po zakonczonej replikacji wszystkich replisoméw tworza sie septy komérkowe oddzielajace
odrebne replisomy (od 2 do 9) zlokalizowane w rosngcym filamencie. W tym czasie w wyniku
dziatania licznych enzymoéw proteolitycznych, komoérka ofiary ulega degradacii i uwalniaja sie
dojrzate komorki potomne drapiezcy zdolne do kolejnych atakéw na ofiary, po osiggnieciu
odpowiedniej wielkosci. W tych badaniach opisano réwniez szereg innych zjawisk jak np.
mozliwo$¢ szybkiego ataku nowo powstatych komérek B. bacteriovorus na komorki ofiary ze
znacznie skrocong fazg ataku i inicjacji replikacji. Inng obserwacjg jest mozliwosé
wykorzystania przez drapiezce drugiej komorki ofiary dla zakonczenia cyklu rozwojowego w
przypadku niekompletnego (abortywnego) przebiegu tworzenia potomnych replisoméw.

W dyskusji Doktorant podkreslit szereg elementéw cykiu rozwojowego B. bacteriovorus,
ktore wymagaja dalszych badan, takich jak opisanie sygnatow regulatorowych, jakie
przypuszczalnie istniejg na etapach rozpoznania ofiary i rozpoczecia inwazji, czy tez na
etapie tranzycji od fazy ataku do fazy replikacji chromosomu. Nieznane sg takze sygnaty
koordynujgce replikacje chromosomu z progresja cyklu komérkowego B. bacteriovorus.
Podsumowujgc, Doktorant przedstawit petny cykl zyciowy drapieznej bakterii wyznaczajgc
doktadny czas i miejsce poszczegdinych etapéw ataku i replikacji chromosomow
prowadzacych do powstania dojrzatych komoérek potomnych. Co wiecej, na dotgczonych
filmach mozna zobaczy¢ catg choreografie cyklu zyciowego tej bakterii.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje wykonanie i przedstawienie czytelnikom w
opublikowanych pracach, pigknych, czytelnych dla odbiorcéw, rycin, tabel i filmow
ilustrujgcych dynamike catego cyklu zyciowego drapieznej bakterii. Opracowanie tego
materiatu niewatpliwie wymagato wiele pracy, lecz réwniez podkre$lato najwazniejsze
osiggniecia zespotu.

Na rozprawe doktorskg mgr £. Makowskiego sktada sie takze praca przegladowa, w ktorej
opisano poszczegdlne etapy cyklu rozwojowego drapieznej bakteri B. bacteriovorus
przyblizajac ten unikalny, wéréd bakterii, proces szerokiemu gremium czytelnikéw. Co

ciekawe, cykl rozwojowy tej bakterii nie jest obligatoryjnie zwigzany z komoérka ofiary.
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Opisano takze cykl rozwojowy niezalezny od komorek gospodarza, pod warunkiem
dostepnosci w podtozu aminokwasoéw i kofaktoréw. Przyczyng wejscia w taki cykl jest
mutacja w genie odpowiedzialnym za tworzenie pilusa typu IVb niezbednego w cyklu
komédrkowym B. bacteriovorus.

Ze strony recenzenta jest pytanie, w jakim stopniu pilus decyduje o swoistym rozpoznawaniu
ofiary w fazie ataku? Z tych informacji wynika, ze swoisto$¢ tej bakterii jest niska, poniewaz
bakteria moze zakaza¢ rozne gatunki bakterii, w tym wtasng komérke.

W tej publikacji opisano réwniez inne bakterie nalezace do grupy BALO, takie jak
Halobacteriovorax marinus i Bdellovibrio exovorus o nieco odmiennych cyklach
rozwojowych.

Przedstawiong do oceny opublikowang rozprawe doktorskg mgr . Makowskiego oceniam
bardzo dobrze. Nie mam uwag merytorycznych do przedstawionych prac. Jedyng uwagg jest
przypomnienie, ze zawsze nazwy bakterii piszemy italikiem (patrz Literatura w polskiej cze$ci
rozprawy).

Na potrzeby dyskusji chciatabym zapytaé;

- co przeszkadza w wykorzystaniu B. bacteriovorus jako ,naturalnych antybiotykéw” w
medycynie?

- czy produkty degradacji komérek ofiar, takich jak E. coli, czy Salmonella sp. mogg byé
przyczyng wykluczajgcg wykorzystanie drapieznych bakterii w medycynie?

- €0 byto najwiekszym problemem w pracy z takg unikalng bakterig?

- jakie sg plany Doktoranta w dalszej aktywnosci naukowej?

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. tukasza
Makowskiego prezentuje wysoki poziom naukowy i szerokg wiedze Doktoranta.
Przedstawiono bardzo interesujgce wyniki badan uzyskane z zastosowaniem wielu
nowatorskich metod i technik molekularnych, ktoére pozwolity na opisanie po raz pierwszy
catego cyklu zyciowego drapieznej bakterii Bdellovibrio bacteriovorans. Jego dotychczasowe
badania zostaty opublikowane w bardzo dobrych czasopismach naukowych..

W mojej ocenie, rozprawa ta spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim zawarte
w Ustawie o stopniach i tytule naukowym z dnia 14. marca 2003 r. z p6zniejszymi zmianami.
Dotychczasowy, opublikowany dorobek naukowy przedstawiony w rozprawie doktorskiej w
pemni uzasadnia wniosek o nadanie mgr tukaszowi Makowskiemu stopnia naukowego
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biologia.

Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu z wnioskiem o
dopuszczenie Pana mgr fukasza Makowskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego i przyjecie rozprawy doktorskiej.



Jednoczeénie, ze wzgledu na wysokg wartos¢ naukowa, oryginalno$é i znaczenie
poznawcze pracy, sktadam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej o wyroznienie rozprawy
stosowng nagroda.
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