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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Bozeny Czubat pod tytulem

»Synteza witaminy B12 u mykobakterii”

Recehzowana praca zostala wykonana w Pracowni Genetyki i Fizjologii
Mycobacteri?tm Instytutu Biologii Medycznej PAN w Y.odzi, w ramach Stacjonarnego Studium
Doktoranckiego Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego, pod opieka
prof. dr hab. Jarostawa Dziadka i dr Aliny Minias w roli promotora pomocniczego. Temat
pracy zwigzany jest z realizacja grantu badawczego NCN, kierowanego przez dr Aline Minias
i dotyczacego roli witaminy B12 u mykobakterii. Realizacja pracy w zespole prof. Jarostawa
Dziadka, ktéry od wielu lat zajmuje sie biologia pratkéw, pozwolita mgr inz. Bozenie Czubat
wykorzysta¢ jego bogate doswiadczenie badawcze. Prowadzone w ramach pracy badania miaty
na celu nie tylko poglebienie wiedzy na temat fizjologii pratkow, ale takze potencjalng
identyfikacje nowych strategii leczenia zakazen spowodowanych przez te patogeny. Biorac
pod uwage skale zakazen M. tuberculosis oraz rosngca liczbe infekcji powodowanych przez

pratki wielolekooporne przeprowadzone badania s3 w pelni uzasadnione.

Zgodnie z tytulem pracy mgr 'inz. Bozena Czubat skupita si¢ na roli biatka
MSMEG_4365 w biosyntezie witaminy B12 u Mycobacterium smegmatis. MSMEG_4305 to
biatko dwud(;menowe, ktorego obie domeny majg zupelnie odmienne aktywnosci biologiczne.
Potaczenie tylfch dwodch domen w obrebie jednego bialka stalo si¢ przedmiotem rozwazan

ewolucyjnych Doktorantki. Aby zbadaé¢ funkcjonalno$¢ obu domen uzyskano szereg
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zmodyfikowanych szczepéw i analizowano ich wzrost, zdolno$¢ do syntezy witaminy B12,
aktywnos$é RNazowa oraz profil metaboliczny. Co wigcej, Doktorantka okreslita wplyw
warunkéw $rodowiskowych na biosyntezg witaminy B12.
Za najwazniejsze osiggnigcia Doktorantki mozna uzna¢ wykazanie, ze:
e biosynteza witaminy B12 zachodzi w komérkach mykobakterii w spos6b zalezny od
czynnikow $rodowiskowych,
e wbiosyntezie witaminy B12 uczestniczy domena CobC biatka MSMEG_4305, podczas
gdy domena N-koficowa ma aktywnos¢ RNAzy,
e budowa biatka MSMEG 4305 zlozonego z dwdch niezaleznie funkcjonujacych domen
jest prawdopodobnie wynikiem dryfu genetycznego.

Rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych. Obszerny Wstep
jest starannie napisany i stanowi rzetelne wprowadzenie do tematyki badani. Po wprowadzeniu
dotyczacym Mycobacterium, Doktorantka przedstawia szlak biosyntezy witaminy B12, jak
réwniez inne szlaki metaboliczne powigzane z ta witaming. Dokladne omoéwienie tak
ztozonych zaleznosci metabolicznych stanowito nie lada wyzwanie. W wigkszosci przypadkow
Doktorantka stancta na wysokosci zadania, ale jednak w niektérych momentach czytelnik moze
zgubi¢ watek. Tak dzieje si¢ na przyklad na stronie 33, gdzie pojawia si¢ opis czynnikéw
zwigzanych z resuscytacjg i przebudowg Sciany komoérkowej (RpfA) lub w momencie
przedstawienia pulapki metylofolianowej, ktéra moim zdaniem zostala opisana nieco
pobieznie. Czytelno$é Wstepu mogloby takze poprawi¢ zamieszczenie dodatkowych rycin —
na przyklad przedstawiajacych strukture kobalaminy czy schemat budowy biatka
MSMEG _4305. Pomimo powyzszych uwag chciatabym jednak doceni¢ starania Doktorantki

wlozone w przedstawienie tematu badan.

Cel pracy jest zwigZle sprecyzowany i zgodny z tematem pracy. Rozdzial Materiaty i
Metody zgodnie z ogélnie przyjetymi zasadami zawiera tabele przedstawiajagce uzywane
szczepy bakteryjne, opis wykorzystanych plazmidéw oraz wykaz oligonukleotydéw. Ponadto
rozdzial ten zawiera staranne zestawienie stosowanych procedur. W toku dalszej lektury pracy
zauwazylam jednak, ze niektore procedury zostaly potraktowane nieco skrétowo np. hodowle

pratkéw w obecnosci sulfonamidow

Rozdzial Wyniki rozpoczyna si¢ od analiz bioinformatycznych. Stanowig one ciekawe

wprowadzenie do pracy, ale dla osoby o ograniczonym do$wiadczeniu bioinformatycznym



moga byé nieco trudne w odbiorze, Dla lepszego zrozumienia pomocne byloby szersze
wyjasnienie- uzyskanych- -wynikéw - -a ..takze .- zestawienie .. z-- analogieznymi- - analizami
przeprowadzonymi dla kontrolnych genéw np. niezbednych. Kolejno, w dalszej czesci pracy,
w celu identyfikacji potencjalnej roli biatka MSMEG 4305 w biosyntezie kobalaminy
| Doktorantkafprzechodzi do analiz wplywu delecji genu msmeg4305 na rézne aspekty biologii
modelowego organizmu, jakim jest M. smegmatis. W dalszych podrozdziatach Wynikow
opisuje zatém konstrukcje zmodyfikowanych szczepéw i analizy ich wzrostu. Szczep
pozbawiony#MSMEG_4305 poréwnywany jest do szczepu pozbawionego CobllJ, enzymu
kluczowego w typowym szlaku biosyntezy kobalaminy. Mutant delecyjny badany jest tez w tle
genetycznym szczepu AprpR, w ktérym propionian metabolizowany jest za pomocg szlaku
alternatywnego z wykorzystaniem enzymu wymagajgcego witaminy B12. Dla potwierdzenie
wplywu delecji badanego genu na obserwowany fenotyp zastosowano szczepy
komplementéwane. Zestaw szczepow uzytych do analiz jest dobrze przemys$lany i zawiera
wymagane kontrole a poprawnos¢ uzyskanych szczepéw jest dobrze udokumentowana. W
kolejnych czesciach Wynikdw opisano analizy otrzymanych szczepéw pod katem rozmaitych
aspektow ich fizjologii, w tym badania wzrostu na réznych podtozach i analizy dlugosci
komérek. Detektywistyczne poszukiwania efektéw fenotypowych bedacych wynikiem
wprowadzonych mutacji kontynuowano badajgc poziom witaminy B12 w réznych warunkach
hodowli, wzrost bakterii w obecnosci sulfonamidéw, a takze poziom hybryd DNA/RNA celem
zbadania wplywu delecji domeny C-koncowej na aktywno$é domeny RNAzowej biatka
MSMEG _4305. Dodatkowo przeprowadzono analizy fenotypowe (BIOLOG). Doceni¢ nalezy
préby rozwigzania problemu naukowego poprzez zastosowanie rozmaitych strategii i podej$¢
eksperymentalnych. Rozdzial Wyniki byltby jédnak bardziej klarowny, gdyby Doktorantka
pokusita sie o szersze wprowadzenie i oméwienie kolejno wykonywanych eksperymentow w
kontekscie celu pracy i wezesniej uzyskanych wynikéw. Wprawdzie wprowadzenia tego typu
pojawig sie¢ w tym rozdziale (np. gdy zastosowano do analiz szczep pozbawiony genu prpR lub
gdy badano wplyw glodu na poziom gendéw zwigzanych z synteza witaminy B12), ale w
niektérych czeSciach Wynikéw ich brakuje (ﬁa przyktad na stronie 93 w rozdziale 4.2.3
mogloby pojawi¢ si¢ wyttumaczenie dlaczego mierzono dlugo$¢ komoérek), co utrudnia
czytelnikowi“ pelne zrozumienie strategii kolejno wykonywanych do$wiadczen. Pomimo
powyzszych uwag uwazam, ze Doktorantka opisata w poprawny i rzetelny sposéb kolejno
wykonane eksperymenty.
Rozdzial Dyskusja jest réwniez bardzo obszerny i podzielony na podrozdzialy, ktore

zawieraja przemys$lane interpretacje przedstawionych wezeséniej analiz zar6wno biologicznych




jak i bioinformatycznych. Dojrzaly tok prowadzenia Dyskusji oraz umieje¢tne odniesienie
whasnych obserwacji do danych literaturowych, a takze fakt, ze rozprawa zostala przygotowana
zostata w oparciu o ponad 160 pozycji literaturowych, swiadczg o doskonatym rozeznaniu
Doktorantki w tematyce badan.

Z obowiazku recenzenta musze wspomnieé o bledach redakcyjnych pojawiajgcych sie w
rozprawie. Sg to: dwukrotne pojawienie si¢ rys. 1.3 i brak rysunku o numerze 1.2, brak
odnoénikéw do rysunkéw i tabel tekscie (rys.3.4 i 3.5 i tab. 3.3. i 3.4). Niekt6re rysunki w
rozdziale Wyniki (np. rys. 4.22 na stronie 114) bylyt;y czytelniejsze, gdyby inaczej dobrano
kolory. Ponadto warto zwrdcié uwage, ze umieszczenie podpiséw do rysunkéw bezposrednio
pod nimi zamiast na nastgpnej stronie, znacznie l}latwiloby ich analize, choé¢ oczywiscie trzeba

wzigé pod uwag, ze czasami jest to trudne do zredagowania.

Na koniec chciatabym przedstawi¢ do dalszej dyskusji pytania, ktére nasunely mi si¢
podczas lektury rozprawy doktorskie;j:

e Uzyskane wyniki wskazaty na wptyw delecji genu msmeg 4305 na dlugo$¢ komorek i
wplyw ten byl zalezny od witaminy B12 w podtozu. Nie zaobserwowano podobnego
wplywu w szczepie z delecja AcoblJ . Zaobserwowane wydiuzanie komoérek zostato
zinterpretowane jako potencjalnie wynikajgce z nagromadzenia posredniego produktu
syntezy witaminy B12 w mutancie msmeg4305 M. smegmatis. Czy w takim razie
suplementacja witaming B12 niwelowataby obserwowany fenotyp? Czy Doktorantka
mogtlaby zaproponowa¢ eksperyment weryfikujacy swojg hipoteze?

e Mojg watpliwo$¢ wzbudzilo takze zastosowanie mutanta pozbawionego genu
msmeg4305 komplementowanego sama tylko domeng RNAzowa. Nasuwa si¢ pytanie,
czy ten szczep rzeczywiscie odpowiada szczepowi, w ktérym bytaby usunieta tylko
domena C-koncowa msmeg4305? Czy Doktorantka mogfaby zaproponowa¢ metody
weryfikacji i analizy potencjalnych r6znic? Czy sprawdzano poziom nadprodukowanej
domeny N-koncowej? Wyzej wspomniana modyfikacja zostata tez przygotowana w tle
genetycznym rnhA. Zaciekawil mnie sposob konstrukcji tego mutanta a poniewaz nie
znalaztam opisu w pracy prosze o wyjasnienie w czasie publicznej obrony.

e Zaintrygowala mnie zalezno$é pomiedzy poziomem witaminy B12 a warunkami
wzrostu. Zaobserwowano wzrost poziomu witaminy B12 w warunkach glodzenia i

wazrost ten byt zalezny od obecnosci genu msmeg 4305. Czy probowano zatem okreslié









