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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Filipa Gasiora zostata przygotowana w ramach realizacji
projektu OPUS 17 nr 2019/33/B/NZ1/02770, pt. ,Weryfikacja roli biatek — przewidywanych czynnikéw
naprawczych, biorgcych udziat w naprawach peknie¢ DNA u mykobakterii”, ktérego kierownikiem jest
Promotor pomocniczy rozprawy, dr Przemystaw Plocinski. Rozprawa doktorska zawiera wyniki oryginalnych
badan, ktérych celem byta weryfikacja zaangazowania wczesniej zidentyfikowanych biatek w procesy
naprawy uszkodzen DNA u pratkéw oraz charakterystyka tych biatek, w tym ich zdolnosci wigzania DNA i
RNA, specyficznosci substratowej oraz identyfikacji biatek partnerskich.

Rozprawa mgr. Filipa Gasiora zostata poprawnie skonstruowana i zawiera wszystkie wymagane elementy
rozprawy doktorskiej w formie manuskryptu. Doktorant wprowadza czytelnika w tematyke badawcza
przegladem literatury, w ktorym najwiecej uwagi poswiecono mechanizmom naprawy uszkodzen DNA
w Mpycobacterium, co jest oczywiscie stuszne z punktu widzenia celu badawczego ocenianej rozprawy.
Otrzymujemy w nim obecny stan wiedzy dotyczacy rozpoznania mechanizmow naprawy DNA u pratkow.
Rozdziat jest syntetyczny, co uwazam za stuszne podejscie, gdyz mozna z powodzeniem wprowadzi¢ czytelnika
w temat badawczy nie rozbudowujac ,Wstepu” do 50-60 stron. Autorowi rozprawy nalezy sie pochwata za
autorskie rysunki podsumowujgce opisywane mechanizmy naprawy DNA w Mycobacterium. Jednak, skoro sg
to modele prezentujgce mechanizmy rozpoznane w okreslonej grupie bakterii (jak wynika z podpisow do
rycin), mozna byto na rysunkach uwzgledni¢ nazwy enzymdw specyficznych dla tych bakterii (ewentualnie
uzupetniajgc nazwami homologéw E. coli). W zaprezentowanej formie schematy wygladajg dosc
bezpostaciowo. Wstep dostarcza bardzo ogdlnej charakterystyki rodzaju Mycobacterium i klasyfikacji
pratkéw patogennych dla cztowieka. Czytelnikowi nie bedacemu specjalista w zakresie biologii tej grupy
bakterii podrozdziat ten musi pozostawia¢ zdecydowany niedosyt, a to w koncu charakterystyka modelu
badawczego. Zabraklo réwniez wyrainego nakreslenia motywacji podjecia tematyki badawczej,
uwzgledniajgcego badania Promotora pomocniczego, dr. Przemystawa Ptocinskiego. Doktorant ograniczyt sie
do zaledwie kilku zdan na ten temat na poczatku rozdziatu ,Wyniki” - uwazam, ze ta czesc zastugiwata na opis
bardziej szczegotowy.

Cel pracy zostat jasno sprecyzowany - zaplanowano okreslenie funkcji dwoch homologicznych biatek
M. smegmatis i M. tuberculosis, posiadajacych cechy biatek z rodziny SRAP (ang. SOS response associated
peptidases) i weryfikacje ich udziatu w naprawie uszkodzen DNA. Realizacje celu zaplanowano na drodze
okreslenia, czy pochodne szczepow M. smegmatis i M. tuberculosis pozbawione odpowiednich biatek bedg
wykazywac zmieniong wrazliwos¢ na dziatanie czynnikow genotoksycznych powodujacych rézne uszkodzenia
DNA. Zaplanowano rowniez przygotowanie oczyszczonego rekombinowanego biatka Msmeg_1891 celem
pozyskania specyficznej surowicy anty-Msmeg_1891 oraz do okreslenia zdolnosci wigzania tego biatka z
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jedno- i dwuniciowymi substratami DNA i RNA, zaréwno prawidtowymi, jak i zawierajgcymi specyficzne
uszkodzenia. Bioragc pod uwage role biologiczng biatek systemow naprawczych, zaplanowano réwniez
poszukiwanie biatek oddziatujgcych z Msemg_1891, analize ekspresji genu msemeg_1891 po zadziataniu
metanosulfonianu metylu oraz globalng analize transkryptomiczng mutanta M. tuberculosis pozbawionego
biatka Rv3226¢c w odpowiedzi na ekspozycje na metanosulfonian metylu.

Cel pracy realizowano z wykorzystaniem bogatego warsztatu badawczego obejmujgcego: namnazanie E. coli
oraz Mycobacterium i badanie przezywalnosci odpowiednich mutantéw Mycobacterium po ekspozycji na
dziatanie czynnikéw genotoksycznych, szereg technik pracy z DNA (od izolacji DNA, przez klonowanie
molekularne do sekwencjonowania), transformacje E. coli i Mycobacterium, konstrukcje mutantéw (rézne
podejscia metodyczne), izolacje RNA, przygotowanie bibliotek do RNA-Seq oraz qRT-PCR, nadprodukcje
biatek rekombinowanych, ich oczyszczanie za pomoca réinych technik chromatograficznych i technike
western blot, oraz badanie interakcji biatko - DNA/RNA (réznymi metodami). To naprawde imponujacy,
réznorodny warsztat badaweczy, ktory swiadczy o wszechstronnosci Doktoranta.

Jesli chodzi o opis stosowanych metod, zostat on stusznie podzielony na metody pracy z DNA, RNA, biatkami
oraz sposoby namnazania bakterii i prowadzenia analiz fenotypowych. Opis jest w zasadzie wystarczajaco
szczegOfowy, aby maéc powtdrzyé wiekszos¢ eksperymentdw, aczkolwiek Autor nie ustrzegt sie pewnych
niedociagnieé. Niektdre plazmidy, ktorych konstrukcja jest opisywana w tej czesci nie znalazly sie w
odpowiedniej tabeli w opisie materiatow. Nie wiadomo, czy plazmid pJAM-FLAG-TEV-msmeg_1891
wprowadzano do szczepu dzikiego M. smegmatis czy do mutanta pozbawionego odpowiedniego genu;
niezrozumiaty jest rowniez cel izolacji DNA genomowego z M. smegmatis po wprowadzeniu plazmidu pJAM-
FLAG-TEV-msmeg_1891 (str. 70), transformacji nim E. coli, by nastepnie wyizolowaé plazmidowy DNA i
poddac go analizie restrykcyjnej i sekwencyjnej - czy na pewno o taka sekwencje czynnosci chodzito?
Zastrzezenia budzi opis ,oczyszczania kompleksow biatkowych” (str. 71), ktéry w obecnej postaci nie
pozwolitby na powtdrzenie eksperymentu. W przypadku hybrydyzacji Southern (4.2.17) wymieniono inny
zestaw do znakowania i detekcji niz w materiatach. Zabrakio tez konsekwencji w kwestii podawania lub nie
petnych nazw zwiazkéw chemicznych, za$ cytowana w tej czesci literatura nie znalazta sie w koncowym
spisie.

Opis czesci eksperymentalnej Doktorant rozpoczyna od konstrukcji mutantow z delecjg msmeg_1891 (M.
smegmatis) i rv3226c (M. tuberculosis) oraz weryfikacji genotypu otrzymanych mutantéw. W opisie metod
(str. 66-67) pojawia sie informacja, ze przeprowadzono ,(...) klonowanie do wektora p2NIL fragmentéw DNA
flankujgcych gen docelowy na koricu 5’ i 3’ (gen z wewnetrzng delecjg) (...)", w spisie plazmidow do
manipulacji genetycznych w Tabeli 3.4, ze klonowano fragmenty , ponizej 3’ korica” oraz ,,powyzej 5’ korica”
odpowiednich gendw, zas z rycin 5.1. - 5.5 wynika, ze konstruowane mutanty mialy zawieraé¢ delecje
wewnetrzne genow. W mojej opinii te informacje nie sg spojne - jedne sugeruja, Ze usuwane byly cate geny,
inne, ze tylko wewnetrzne fragmenty. Prosze o komentarz, jak bylo w istocie? Jesli byly to wewnetrzne
delecje, a ich dtugosc, jak wynika z rycin 5.1. - 5.5., nie jest réwna wielokrotnosci 3 (zatem nie s3 to delecje
in-frame), to czy mozliwe jest, ze w komaérkach mutantéw DCO mogto by¢ produkowane krétkie biatko, z
sekwencjg aminokwasowg zmieniong od miejsca delecji? Czy okreslenie ,M. smegmatis z obnizonym
poziomem ekspresji msmeg_1891" jest okresleniem prawidtowym - takie obnizenie mozna zaindukowaé w
hodowli w odpowiednich warunkach, ale czy jest ono trwate?

Wyselekcjonowane i zweryfikowane mutanty DCO poddano testom na przezywalnos$¢ po zadziataniu
wybranych czynnikéw genotoksycznych, powodujacych réine uszkodzenia DNA. Wykazano tym samym, ie
spadek przezywalnosci jest obserwowany po ekspozycji mutantow w obrebie genéw msmeg_1891 i mpg na
dziatanie metanosulfonianu metylu. Spadek przezywalnosci obserwujemy réwniez w przypadku mutanta
delecyjnego M. tuberculosis w homologicznym genie rv3226¢c. Dlaczego w testach nie wykorzystano
komplementowanego mutanta Arv3226¢, cho¢ opis jego konstrukcji zamieszczono w rozdziale 4.2.14? W
przypadku szczepu z indukowanym anhydrotetracykling zahamowaniem ekspresji genu msmeg_1891 nie
doszukatam sie informacji, jak zaprojektowano eksperyment, tj. na ktérym etapie dodawano induktor
wzgledem momentu ekspozycji na MMS. Na tym etapie nalezato tez zasygnalizowaé, Zze podobnie jak dla
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mutantéw delecyjnych, dla tego szczepu réwniez potwierdzono zamierzony efekt jakim w tym przypadku
byto obnizenie poziomu ekspresji genu msmeg_1891 (opisano to dopiero nieco dalej w osobnym
podrozdziale).

Nastgpnie przystgpiono do przygotowania oczyszczonego rekombinowanego biatka Msemg_1891 w fuzji z
etykietka histydynowa. Na str. 75-76 Autor opisuje konstrukcje plazmidow ekspresyjnych warunkujgcych
produkcje wariantéw biatka ze znacznikiem na rdinych koncach. Zabrakio komentarza, dlaczego
optymalizacje nadprodukcji prowadzono dla szczepdéw E. coli niosacych tylko jeden z nich (informacja,
dlaczego wykorzystano tylko konstrukt kodujacy biatko Msemg_1891 z etykietka Hisx6 na C-korncu pojawia
sie dopiero w dyskusji). Jakie przestanki zadecydowaty o uzyciu szczepu E. coli Rosetta? Zgodnie z opisem,
biatko rekombinowane oczyszczano najpierw za pomoca chromatografii metalopowinowactwa, a nastepnie
oczyszczano dodatkowo na kolumnie jonowymiennej i przez filtracje zelowa. Uzyskano w ten sposdb czysty
preparat biatka rekombinowanego Msemeg_1891. W tekscie na str. 95 znajdujemy odniesienie do Ryc. 5.9.,
na ktérej moim zdaniem pokazano rozdziat frakcji po chromatografii metalopowinowactwa, a nie po
oczyszczaniu dodatkowym, jak wynikatoby z tresci (réwniez pojawiajace sie w opisie Ryc. 5.9.
sformutowanie ,,oczyszczanie z wykorzystaniem komérek” jest duzym skrotem myslowym).

Surowice uzyskang z wykorzystaniem oczyszczonego biatka Msemeg_1891 jako antygenu testowano na
biatkach lizatéw komorek M. tuberculosis i M. smegmatis, potwierdzajac jej swoistos¢ oraz brak biatka
Msemg_1891 w komorkach odpowiedniego mutanta delecyjnego. Wykazano réowniez, ze zgodnie z
zamierzeniem, w szczepie M. smegmatis-pLIR962-1 msemg_1891 dochodzi do wyrainego obnizenia
poziomu ekspresji genu msmeg_1891. Specyficznos¢ oddziatywania przeciwciat z biatkiem w lizatach M.
tuberculosis i M. smegmatis jest poréwnywalna, cho¢ biatka te rdinig sie wyrainie masg czasteczkowa. Jaki
jest poziom identycznosci/podobieristwa biatek Msemg_1891 i Rv3226c na poziomie sekwenc;ji
aminokwasowej?

Istotnym etapem charakterystyki funkcjonalnej biatka Msemg_1891 byly testy wigzania z roznymi
substratami DNA i RNA. Potwierdzono zdolnos¢ wigzania biatka z substratami jednoniciowymi DNA i RNA, a
nastepnie okreslano specyficznos¢ substratowg Msemg_1891 z zastosowaniem substratow dsDNA
zawierajacych syntetycznie wbudowane rybonukleotydy i 2’-deoksyurydyne. Czym podyktowany byt wybor
substratu o takiej a nie innej sekwencji nukleotydéw? Dlaczego substraty dsDNA (Ryc. 5.13) majq inng
sekwencje nukleotydéw niz uzywane substraty jednoniciowe? Rycina 5.14. prezentuje wyniki
potwierdzajagce oddziatywanie biatka z badanymi substratami. Jesli kompleksy biatko-DNA oznaczono na
dolnym zdjeciu niebieskimi strzatkami, to co reprezentujg analogiczne prazki na zdjeciu gérnym? Jesli
czerwona strzatka wskazuje na produkt pekniecia nici znakowanej cyjaning dla substratu z 2'-deoksyurydyna,
to co reprezentujg analogiczne, szybciej migrujace fragmenty na tym samym zdjeciu?

Optymalizacja warunkow reakcji biatka Msmeg1891 z dsDNA zawierajacym dU wykazata, ze biatko to dziata
najefektywniej w obecnosci jonéw Co™* w temp. 36°C i w okreslonym wczesniej stosunku steieri ,biatko :
substrat DNA”. Potwierdzono réwniez aktywnos¢ Msemg_1891 wzgledem dsDNA zawierajacego dU btednie
sparowang z guaning (dU:G). Z czego wynika réznica w wydajnosci reakgji ,,dU + Msemg_1891" miedzy
zdjeciami A, B i C Ryc. 5.15.? Dlaczego uznano, ze temp 36°C jest najlepsza? Stosujac termoforeze
mikroskalarng wykazano, ze wzrost ilosci dU w ssDNA powoduje wzrost sity wigzania Msmeg_1891 z
substratem. Doktorant nie skomentowat jednak w zadnej czesci pracy, czym jest wspétczynnik Kd oraz jak
zostatl wyznaczony?

W mojej ocenie bardzo wainym etapem badan ocenianej rozprawy bylo poszukiwanie biatek partnerskich
dla Msmeg_1891. W zaproponowanym modelu badawczym wykorzystano szczep M. smegmatis z plazmidem
umozliwiajgcym indukowang acetamidem nadprodukcje biatka Msemg_1891 z odpowiednia etykiety i
ustalono, ze z biatkiem Msemg_1891 wspdloczyszczaja sie biatka zwigzane z systemami naprawy DNA
mykobakterii.  Zabraklo  jednak jakiejkolwiek formy wizualizacji wynikéw  identyfikacji
wspotoczyszczajacych sie biatek. Jednoczesnie Doktorant wspomina, ze badania sa kontynuowane oraz o
trudnosciach technicznych zwiazanych z oczyszczaniem potencjalnych biatek partnerskich, co oznacza, ze
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podjeto tu jakies préby. Z czego wynikajg owe trudnosci? Czy mozliwe byloby zaprojektowanie
eksperymentu, w ktorym wykorzystano by fakt, ze gen msmeg_1891 ulega ekspresji na wyraznie wyzszym
poziomie po ekspozycji na MMS? Czy w takich warunkach prawdopodobnie nie ulega zwigkszeniu rowniez
poziom ekspresji genow kodujacych biatka potencjalnie wspdtdziatajacych z Msmeg_1891 w naprawie?
Prosze o komentarz.

Za pomocg gRT-PCR wykazano, ze ekspresja genu msmeg_1891 M. smegmatis ulega wyraznej indukcji po
zadziataniu MMS, co widoczne jest rowniez na poziomie biatka (sprawdzono technikg western blot). Z czego
moze wynikaé réznica dla 60. i 90. min na Ryc. 5.20 vs Ryc. 5.21?

Eksperyment zamykajacy rozprawe to globalna analiza zmian w transkryptomie mutanta M. tuberculosis
Arv3226¢ po zadziataniu czynnikiem MMS. Ustalono, ze istotne zmiany w poziomie transkrypcji dotycza
wiekszej liczby gendéw dla szczepu dzikiego nietraktowanego vs. traktowanego MMS oraz mutanta
nietraktowanego vs. traktowanego MMS (odpowiednio 940 i 882 gendw), niz w przypadku uktadow: szczep
dziki vs. mutant (nietraktowane MMS) oraz szczep dziki vs. mutant (traktowane MMS) (odpowiednio 84 i 86
genow). Wizualizacja takich wynikdw za pomoca Volcano plot jest oczywiscie wazna, bo pokazuje zakres,
kierunek i istotnos¢ obserwowanych zmian w ekspresji genéw. Dla uktadu, w ktérym badane biatko nie ma
charakteru regulatorowego, dla mutanta oczekiwalabym raczej zmian w ekspresji gendw o charakterze
wtornym wzgledem mutacji, a bedacych pochodng stresu genotoksycznego, ktdorego komorka nie moze
zniwelowaé. W tabelach 5.1. i 5.2, zaprezentowano profil ekspresji wybranych genéw mutanta, ktérych
ekspresja jest istotnie i wyraZnie rozna wzgledem szczepu dzikiego w warunkach normalnych (Tabela 5.1) i w
warunkach stresu genotoksycznego (Tabela 5.2). Czym kierowano sie wybierajac geny do tabeli? Dlaczego
przy opisie funkcji genu rv3226¢ (ktory w zasadzie petni tu funkcje kontroli, gdyz gen, ktdrego nie ma nie
ulega ekspresji) widnieje okreslenie ,nieznana”? Czy funkcje przypisane genom to wynik jedynie
automatycznej adnotacji bedacej czescia analiz bioinformatycznych? Jesli tak, to jakich baz uzywano i czy
mozna bylo pokusi¢ sie o inne analizy umozliwiajace przewidywanie funkcji przynajmniej czesci z tych
»hieznanych genéw"?

Podsumowujac, sposéb przedstawienia wynikéw oceniam pozytywnie. Doktorant wykazat sie umiejetnoscig
ich analizy i interpretacji na tle literatury przedmiotu. Dyskusja jest dobrze poprowadzona, zas wnioski
koricowe w petni uzasadnione. Pomijajac kwestie jezykowe oraz niepotrzebne powtdrzenia metodyczne,
lektura tych czesci stanowi dobra klamre dla catej rozprawy. W jej trakcie zrodzito sie tylko jedno pytanie o
biatka SRAP: skad tak naprawde w nazwie tych biatek okreslenie ,peptydaza”, skoro petnig one w istocie
funkcje glikozylaz?

Koriczac, pozwalam sobie na komentarz odnosnie poprawnosci redakcyjnej rozprawy, ktéra choé nie podlega
ocenie, nie jest doskonata. W numeracje rozdziatow wkradt sie btad. Szereg cytowan pojawiajgcych sie w
manuskrypcie nie znalazlio sie w spisie literatury, natomiast znalazty sie tam pozycje, ktére nie byly
cytowane. W samej bibliografii sa rowniez pomytki w kolejnosci nazwisk autordow lub roku opublikowania
artykutéw. Lista skrotéw i skrotowcéw jest bardzo przydatna, jednak Doktorant skrupulatnie, choé
niepotrzebnie, powtarza objasnienia w catej pracy. Opis wynikow i dyskusja zawierajg zbyt wiele powtdrzen
metodycznych. Odnotowatam réwniez kilka niepoprawnych lub nielogicznych sformutowan oraz zargonu,
np.: ,sekwencja DNA” (powinno byc ,sekwencja nukleotydéw w czasteczce DNA”); ,uracyl moze by¢
wbudowany w sekwencje DNA podczas replikacji” (str. 16); nieprawidtowe ttumaczenie nazwy skiadnika
wzbogacajgcego OADC (str. 11); ,tepe konce 5° ” (str. 20); ,,chromatyda siostrzana” w odniesieniu do kopii
chromosomu bakterii po replikacji (str. 22); ,W wyniku bteddéw replikacji DNA, polimerazy wprowadza¢ moga
w jego sekwencje nukleotydy, ktore beda btednie sparowane z niewfasciwymi zasadami” (str. 25);
kontrowersyjne zaliczenie wirusdow i bakteriofagéw do organizmow (str. 28); ,konstrukcja plazmidu z
obnizonym poziomem ekspresji genu (..)" (str. &9); ,(..) surowica (..) zostata wykorzystana do
potwierdzenia detekcji z badanym biatkiem (...)” (str. 97); ,wyciecie” w odniesieniu do nukleotydéw lub
miejsc AP; oraz ,miejsca przecinania” w odniesieniu do endonukleaz restrykcyjnych (str. 43).
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Ocena koricowa

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Wykazano w niej udziat biatek Msmeg_1891 i Rv3226c w naprawie uszkodzen DNA spowodowanych
dziataniem metanosulfonianu metylu, zdolnosé¢ wigzania sie Msmeg_1891 do jedno- i dwuniciowych
substratow DNA/RNA, w tym zawierajgcych syntetycznie wprowadzone rybonukleotydy lub 2’-deoksyurydyne
oraz wykazano jego aktywnosc enzymatyczng podobng do glikozylaz uracyl-DNA. Zidentyfikowano rowniez
biatka partnerskie dla Msmeg_1891, ktore sg adnotowane jako potencjalne uczestniczace w naprawach
uszkodzen DNA u Mycobacterium. Uzyskane wyniki wskazuja na funkcje biatek Msmeg_1891/Rv3226c w
procesach naprawy z usuwaniem uszkodzonych zasad azotowych (BER). Rozprawa prezentuje ponadto
ogdlng wiedze teoretyczng i umiejetnos¢ prowadzenia pracy naukowej przez mgr. Filipa Gasiora. Uwagi
krytyczne zawarte w recenzji, dotyczace gléwnie warstwy jezykowej i edytorskiej pracy, nie wplywajg na
pozytywng ocene catosci dysertacji przediozonej mi do recenz;ji.

W zwigzku z powyiszym stwierdzam, Ze przedstawiona mi_do oceny rozprawa doktorska “Analiza
funkcjonalna potencjalnych biatek naprawy DNA — Msmeg 1891 i Rv3226c — u pratkéw z rodzaju
Mycobacterium” spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie
wyzZszym i nauce, oraz wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN o dopuszczenie mgr.
Filipa Gasiora do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Matgorzata Marczak
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