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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Filipa Gasiora pod tytulem ,,Analiza funkcjonalna
potencjalnych bialek naprawy DNA — Msmeg_1891 i Rv3226¢ — u pratkow z rodzaju

Mycobacterium.”

Naprawa uszkodzenn DNA zapewnia kluczowe dla przezycia kazdej komorki utrzymanie
stabilnos$ci genomu a ekspozycja bakterii na czynniki genotoksyczne jest jednym z
mechanizmoéw obrony gospodarza podczas infekcji. Poznanie proceséw naprawy DNA u
patogennych pratkéw ma ogromne znaczenie dla zrozumienia mechanizméw zapewniajacych
tym bakteriom skuteczne unikniecie systemu odpornosciowego. Wiedza dotyczaca tych
mechanizméw moze umozliwi¢ opracowanie metod ich hamowania, a tym samym
skuteczniejszego zwalczania infekcji. W zwiazku z powyzszym podjety przez mgra Filipa
Gasiora temat pracy doktorskiej dotyczacy naprawy DNA u Mycobacterium jest niezwykle
istotny z naukowego 1 medycznego punktu widzenia. Recenzowana praca zostata wykonana w
Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium, Instytucie Biologii Medycznej, PAN w Lodzi
pod opiekg dr hab. Anny Brzostek prof. IBM PAN oraz dr Przemystawa Plocinskiego jako
promotora pomocniczego. Tematyka pracy nawigzuje do wczesniejszych badan prowadzonych
przez dr hab. Ann¢ Brzostek i dr Przemystawa Plocinskiego. Praca doktorska zmierzata do

poznania roli biatka Msmeg 1891 zidentyfikowanego wczesniej jako rozpoznajace



uszkodzenia DNA. W ramach charakterystyki funkcjonalnej biatka Msmeg 1891 mgr Filip

Gasior uzyskal szereg ciekawych wynikow. Za najwazniejsze osiggniecia Doktoranta uwazam:

- wykazanie, ze obnizony poziom biatka Msmeg 1891 powoduje zwigkszenie

wrazliwosci pratkéw na metylosulfonian metylu,

- udowodnienie, ze biatko Msmeg 1891 wigze si¢ do fragmentéw DNA zawierajacych

niesprawowane nukleotydy i wprowadza naciecia w nici DNA,

- wykrycie indukcji ekspresji genu msmeg 1891 w odpowiedzi na potraktowanie

komorek M. smegmatis czynnikiem genotoksycznym,

- identyfikacja potencjalnych parteréw biatkowych Msmeg 1891.

Rozprawa doktorska mgr Filipa Gasiora ma klasyczny uklad i sklada si¢ z rozdziatow
typowych dla prac eksperymentalnych. We Wstepie Doktorant przedstawil bakterie rodzaju
Mycobacterium oraz omoéwil szczegélowo mechanizmy naprawy DNA, z przedstawieniem
bialek biorgcych udzial w opisywanych procesach i ze szczegdlnym uwzglednieniem
wystgpowania danego procesu oraz homologéw biatek bioracych w nim udzial u pratkow.
Wstep jest moim zdaniem dobrze przemyslany i zawiera wszystkie informacje niezbedne dla
wprowadzenia do tematyki pracy. Rozdzial ten jest opatrzony eleganckimi ilustracjami —
rysunki sg staranne i czytelne, jedyne wskazéwki jakie chcialabym zglosi¢ do Wstepu to
sugestia, aby na rysunkach umieszcza¢ legendy, a w diagramie Venna przedstawiajacym

regulony LexA i PafBC (rys 2.6) poda¢ liczby regulowanych genow.

Cel pracy jest klarowny i zwigzly, wyodrebniono tez cele czastkowe. Rozdzial
Materialy zawiera poprawne zestawienia wykorzystywanych w pracy szczepéw bakteryjnych,
oligonukleotydéw, plazmidéw, enzymow oraz buforow, w wiekszosci zebranych w czytelnych
tabelach. Rozdzial Metody w poprawny sposéb przedstawia stosowane procedury, sa one
skatalogowane jako techniki pracy z DNA (obejmujace przygotowanie wektoréw), techniki
pracy z RNA, techniki wykorzystywane do pracy z biatkami oraz analizy fenotypowe
zmodyfikowanych szczepdw Mycobacterium. Zawarto$¢ tego rozdzialu obrazuje szeroki

zakres stosowanych technik.

Wyniki uzyskane w ramach pracy opisano w 8 podrozdzialach. W ramach projektu
Doktorant umiejetnie potaczyt analizy fenotypowe skonstruowanych szczepéw z bardzo
szerokim spektrum analiz biochemicznych oczyszczonego biatka MSMEG 1891. Zbadano



wplyw obniZzenia poziomu msmegl891 u M. smegmatis oraz jego delecji w tle genetycznym
szczepu dzikiego oraz w polaczeniu z mutacjami w genach kodujgcych biatka zwiazane z
naprawg DNA na przezywalnos¢ w obecnosci czynnikéw genotoksycznych. W kolejhym
etapie pracy Doktorant podjat si¢ oczyszczania zrekombinowanego biatka Msmeg 1891 i
zbadania jego wiazania oraz aktywnosci nukleolitycznej wzgledem szeregu starannie
zaprojektowanych substratéw oraz w réznych warunkach reakcji. Badania wzbogacone sg
analizami odzialywafh Msmeg_1891 - typu pull-down oraz analizami transkryptomiczne
zmodfikowanych szczep6w poddanych ekspozycji na MMS. Eksperymenty sg zaplanowane i
przeprowadzone w przemyslany sposob, stanowig logiczng catos¢, nie brakuje odpowiednich

kontroli, wyniki sg starannie udokumentowane.

Dyskusja podsumowuje dokladnie uzyskane wyniki, by¢ moze nieco je powtarzajac.
Nie zabraklo jednak w Dyskusji szerszego podsumowania, wnioskéw i propozycji dalszych
eksperymentéw. Warto zaznaczy¢, ze praca zostata przygotowana w oparciu o 100 pozycji

literaturowych, co $wiadczy o doskonatym rozeznaniu Doktoranta w tematyce pracy.

Lektura pracy nasungla mi szereg pytan, najczesciej wynikajacych z niepelnych
informacji zawartych w rozdziale Wyniki. Prosz¢ zatem Doktoranta o wyjasnienie w czasie

publicznej obrony nastgpujacych kwestii.

- Wyniki rozpoczynaja si¢ od stwierdzenia, ze biatko Msmeg 1891 jest zdolne do
wigzania si¢ z substratami przypominajacymi pojedyncze i podwdjne pekniecia nici DNA.
Zaintrygowala mnie ta informacja i bardzo prosze o wyjasnienie, co si¢ kryje za

sformutowaniem ,,przypominajacy pojedyncze lub podwojne pekniecia nici DNA™ .

- Zabraklo mi informacji o optymalizacji systemu CRIPRi/dCas. Prosz¢ Doktoranta o
wyjasnienie, czy sprawdzano rozne sekwencje sgRNA/ sekwencje PAM, czy testowano rézne
poziomy indukcji anhydrotetracykling i czy weryfikowano obnizenie poziomu ekspresji na
poziomie transkryptu? Informacja o potwierdzeniu obnizonego poziomu w szczepie
Msmeg 1891 CRIPRi/dCas bylaby przydatna przed opisem jego analiz fenotypowych
(przedstawionych na rys. 5.8, podczas gdy obnizenie poziomu Msmeg 1891 jest
udokumentowane na rys. 5.11). Bardzo cenna bylaby informacja o potozeniu sekwencji PAM

wzgledem poczatku genu, wskazane byloby zaznaczenie PAM na rysunku, dobrze byloby tez

~ pokaza¢ otoczenie genowe msmeg_1891. Czy sprawdzano, czy system CRIPRi/dCas mogiby

wplyna¢ na ekspresj¢ genu ponizej?



- Co ciekawe szczepy z podwdjnymi mutacjami nie wykazywaly zwiekszonej
wrazliwosci na testowane czynniki genotyoksyczne. Czy oczekiwano, ze szczepy z mutacjami
w genach, ktorych produkty uczestnicza w naprawie (ku, ligD, ligC1C2) bedg bardziej wrazliwe
na testowane czynniki? W dyskusji zabraklo mi nieco przedyskutowania efektu delecji

Msmeg_1891 w roznych tlach genetycznych. Cheiatabym prosi¢ o komentarz tej obserwacji.

— Oczyszczanie bialka - w rozdziale Wyniki nie pokazano optymalizacji indukcji,
wspomniano natomiast, ze do nadekspresji uzyto dwoch szczepow E. coli. Nasuwa to pytanie,
czy w obydwu szczepach optymalizowano ekspresje, czy te same warunki byly optymalne dla
obydwu szczepéw? Wspomniano rowniez o przygotowaniu konstruktow z metka His na obu
koncach biatka, nie znalaztam jednak wzmianki o tym, czy optymalizowano nadekspresje dla
obydwu konstruktow? Czy ostatecznie zdecydowano sie na metke His na C-konficu biatka ze
wzgledu na potrzebg zachowania niezmodyfikowanego N-konica biatka? Nie doszukatam sie

informacji ilosci uzyskanego biatka - jaka byla wydajnosé¢ oczyszczania Msmeg 18917

- Wiazanie biatka do réznych fragmentéw DNA —na rys 5.14 zaznaczono, Ze przeciecie
nici nastepuje w przypadku jednego substratu — dU , ale podobne produkty sg tez widoczne dla

innych substratow — rCa, rAA , dlaczego zatem wiasnie dU wybrano do dalszych analiz?

- Analiza wigzania przy pomocy termoforezy — zabraklo pokazania surowych danych i
wyjasnienia dlaczego w termoforezie zastosowano jednoniciowe a nie dwuniciowe DNA jak
stosowane we wczesniej opisywanych eksperymentach? Przy okazji warto napomkna¢, ze

warunki tego eksperymentu powinny by¢ opisane w Metodach nie w Wynikach.

- Nadprodukcja biatka w komérkach M. smegmatis — czy uzyskana duza nadprodukcja
biatka Msmeg 1891 nie miala wplywu na wzrost na wzrost szczepu M. smegmatis? Czy

sprawdzano wrazliwos¢ szczepu nadprodukujacego Msmeg 1891 na MMS?

- Zwigkszenie poziomu biatka Msmeg 1891 po traktowaniu MMS — wida¢ wyrazny
wzrost transkryptu, ale zmiany te nie w pelni odpowiadajg zmianom poziomu biatka. Czy
Doktorant méglby zaproponowa¢ wyjasnienie tego zjawiska? Czy sprawdzano, czy wzrost
poziomu transkryptu jest zalezny od system ImuA’, ImuB wspomnianego we Wstepie jako

alternatywny do odpowiedzi SOS opartej o biatko LexA?

- Zaciekawila mnie nazwa bialek SRAP, ktéra wskazuje na ich aktywno$¢
~ proteolityczng. Jak wspomniano, naprawa DNA miataby si¢ odbywa¢ w powigzaniu z
autoproteolizg sprz¢zong z aktywacjg nukleazy — czy w przypadku badanego biatka sprawdzano

zdolnos¢ autoproteolizy?



Nalezy mie¢ na uwadze, ze powyzsze pytania nie podwazaja w najmniejszym stopniu
mojego przekonania o bardzo wysokim poziomie naukowym uzyskanych wynikéw. Majg one

raczej na celu wyjasnienie pewnych niedopowiedzen i zaspokojenie ciekawosci recenzenta.

Edytorska strona pracy nie budzi zastrzezen. Szczegdlng uwage zwraca bardzo staranne
przygotowanie rysunkow, warto byloby jednak zwrdci¢ uwage, aby podpisy byly bezposrednio
pod rysunkami. Drobne uwagi edytorskie co do rozdzialu Wyniki dotyczg Tabeli 5.1 1 5.2,
gdzie nie opisano, co oznacza warto$¢ w kolumnie 2 i 3, nie jest tez nigdzie rozwiniety skrét
FDR pojawiajacy si¢ w tabelach w opisie rys. 5.22. Natomiast w opisie do rys. 5.10 zabrakto
informacji, jaka bytla ilo$¢ oczyszczone biatka naniesiona na zel i jaka catkowita ilo$¢ bialka w
lizacie — taka informacja bylaby przydatna dla oszacowania czulosci przeciwciala. W pracy
pojawiaja si¢ nieliczne zargonowe lub niewlasciwe sformutowania (np. str 69 - plazmid z
obnizonym poziomem ekspresji, s. 95 - sformulowanie “biomas¢ dezintegrowano I
oczyszczono”). Pomimo powyzszych uwag i pytan nie mam zadnych watpliwosci co do
wysokiego poziomu pracy doktorskiej, umiej¢tnos¢ Doktoranta prowadzenia badan naukowych

oraz ich rzetelnego opisu nie budza zadnych zastrzezen.

Podsumowujac, pragng podkresli¢, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
mgra Filipa Ggsiora w znaczacy sposob poszerza wiedze na funkcji biologicznej biatka
Msmeg 1891 u Mycobacterium. Bardzo waznym i cennym aspektem pracy jest umiejetne
polaczenie szeroko zakrojonych badan aktywnosci biatka Msmeg 1891 in vitro oraz
roznorodnych analiz in vivo zmodyfikowanych szczepéw Mycobacterium. Uwazam zatem, ze
rozprawa doktorska mgra Filipa Gasiora stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego i jasno wskazuje, ze Doktorant nabyl wiedz¢ teoretyczng w tematyce
rozprawy oraz umiej¢tnosci prowadzenia pracy naukowej. Biorgc powyzsze pod uwage,
potwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Filipa Ggsiora spelnia warunki stawiane
kandydatom do stopnia doktora, okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1668 z p6zn. zm.). Wnosz¢
zatem do Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN o dopuszczenie mgr Filipa
Gasiora do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki

medyczne.
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