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Ocena pracy doktorskiej mgr Bozeny Czubat, studentki Stacjonarnego Studium Doktoranckiego
Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego pt. ,,Synteza witaminy B12 u
mykobakterii”

Praca doktorska mgr Bozeny Czubat, wykonana w Pracowni Genetyki i Fizjologii
Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi pod kierunkiem prof. dr hab. Jarostawa
Dziadka i dr Aliny Minias, ma posta¢ obszernej monografii (148 stron), opracowanej bardzo starannie i
zgodnie z wymogami przyjetymi dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych. Przed
przystgpieniem do wilasciwej recenzji pracy doktorskiej sprawdzitem, czego mozna dowiedzie¢ sie na
temat Kandydatki w bazie PubMed. Znalaztem dwie publikacje, pod nazwiskiem Czubat z inicjatem B.,
ktére mozna przypisa¢ Doktorantce i ktére maja tytuly odpowiadajacy zakresowi badan opisanych w
pracy doktorskiej. Pierwsza z nich dotyczacy oceny mozliwosci syntezy witaminy B, przez
Mycobacterium tuberculosis. Praca ta zostata opublikowana w 2018 roku w czasopi$mie Genome
Biology and Evolution (IF 3,726). Mgr Bozena Czubat jest réwniez wspdtautorem kolejnej pracy
opublikowanej w czasopi$mie Frontiers in Microbiology (IF 4.235), w ktorym opublikowano wyniki
eksperymentalne recenzowanej pracy doktorskiej. Jest to catkiem dobry start jak na poczatek kariery
naukowej i po lekturze pracy doktorskiej jestem pewny, Ze sytuacja ta wkrétce ulegnie zmianie. Dane
uzyskane za posrednictwem bazy PubMed znacza, ze badania zostaty juz pozytywnie zweryfikowane
przez co najmniej czterech zewnetrznych recenzentéw. Nie zwalnia mnie to oczywiscie z obowigzku
pracy recenzenta.

Tematyka i cele recenzowanej pracy doktorskiej mieszcza sie w gtéwnym kierunku
wieloletnich, bardzo owocnych badan podstawowych prof. dr hab. Jarostawa Dziadka i Jego
wspotpracownikoéw z Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium PAN w Lodzi dotyczacym szeroko
rozumianej biologii molekularnej mykobakterii, w tym szczegdlnie roli mechanizméw replikacji i
naprawy DNA, transdukcji sygnalu, metabolizmu cholesterolu oraz biosyntezy $ciany komorkowej
mykobakterii przede wszystkim w aspekcie mechanizméw wirulencji pratkéw gruzlicy. Pani mgr
Bozena Czubat podjgta szeroko zakrojone badania poznawcze dotyczace roli witaminy B;, u dwdch
gatunkow mykobakterii: M tuberculosis i Mycobacterium smegmatis. W pracy brakuje uzasadnienia
podjecia tematu, tym niemniej na podstawie lektury Wstepu wydedukowatem, ze niektore geny
kodujace biatka zaangazowane w metabolizm B, stanowig potencjalne miejsce docelowe w leczeniu
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mykobakterioz, nadal powaZnym'problemem sa nawroty tych choréb wynikajace z braku pozytywnej
odpowiedzi na zastosowana z wyborn strategi¢ terapeutyczna i rosnaca lekoopornos¢ szczepédw
patogennych dla czlowieka. Nie ulega watpliwosci, ze ograniczona liczba miejsc docelowych w
komérkach mykobakterii rozpoznawanych przez stosowane obecnie w terapii choréb wywolywanych
przez mykobakterie lekéw wskazuje na konieczno$é poszukiwania alternatywnych. Stad, podzielam
poglad Doktorantki przedstawiony w recenzowanej pracy, Ze poznanie genéw metabolizmu witaminy
Bi> u mykobakterii moze by¢ waznym kluczem dla poszukiwania i identyfikacji miejsc docelowych dla
syntezy nowych lekéw, ktore bylyby skuteczne w terapii ludzi zakazonych mikrobakteriami. Nalezy
w tym miejscu dodaé, ze od bardzo wielu lat nie wprowadzono do leczenia gruzlicy i mykobakterioz
nowych lekéw i w zwigzku z tym narasta zagrozenie zwigzane z pojawianiem si¢ i transmisjg
szczepow/klonéw opornych na wigkszo$¢é, a nawet wszystkie dotychczas stosowane leki w
leczeniu tych chor6b. Mysle, ze obrona pracy doktorskiej mgr Bozeny Czubat bedzie dobrym
forum na por(’)v[vnanie mojej i Jej wizji Uzasadnienia podjecia tematu.

Cztery jednoznacznie sformulowane cele pracy uznaje za wazne i w peini uzasadnione w
$wietle danych literatury $wiatowej przedstawionych w czgséci teoretycznej (Wstep). Postanowiono
bowiem, po pierwsze, ustali¢ ocene mozliwosci syntezy witaminy By, przez M. tuberculosis. Po drugie,
podjgto probe okreslenia znaczenia domeny CobC dla funkcjonowania jednego z biatek metabolizmu
witaminy B12 w komoérkach M. smegmatis. Po trzecie, przeprowadzono analize fenotypowg mutanta
M. smegmatis, u ktérego zmodyfikowany jest szlak syntezy witaminy B, i po czwarte postanowiono
zidentyfikowa¢ czynniki srodowiskowe wplywajgce na synteze witaminy By,. Nie chce wyr6zniad
sposrod tych czterech celéw pracy najwazniejszego — w mojej opinii wszystkie sg szczegolnie
interesujace, bowiem uktadaja si¢ razem w jedna catos¢ i dotycza proby odpowiedzi na bardzo wazne
pytanie o znaczeniu praktycznym - czy biatka metabolizmu witaminy B, moga by¢é miejscem/ami
docelowymi nowych lekéw przeciwpratkowych.

Z duzym zainteresowaniem przeczytalem bardzo dobrze skonstruowany i napisany Wstep
pracy doktorskiej mgr Bozeny Czubat. Wstep ten mozna podzieli¢ na dwie czesci — poswigcone kolejno
dwém szczepom badanym w pracy: M. tuberculosis i M. smegmatis oraz witaminie By,. W pierwszej
czesci Autorka opisuje w kolejnych podrozdziatach epidemiologie gruzlicy, zmienno$é genetyczng M.
tuberculosis 1 M. smegmatis jako modelowy szczep do badan genetyki i fizjologii pratkéw. W swietle
wynikéw cytowanych w tych podrozdziatach wynikéw osiggnigtych przez innych autoréw wynika, ze
poznanie i zrozumienie mechanizméw metabolicznych mykobakterii, podlegajacych selekcji
negatywnej, jest jednym z pierwszych warunkéw niezbgdnych do identyfikacji nowych miejsc
docelowych lekéw przeciwpratkowych. Stad, postanowiono przeprowadzi¢ takie badania in silico,
wykorzystujgc powszechnie dostepne informacje o sekwencji genoméw kolekeji M. tuberculosis i
przetozy¢ je w podejSciu eksperymentalnym na modelowy organizm w badaniu pratkéw — M
smegmatis.

W drugiej czesci Wstepu mgr Bozena Czubat przedstawita z duzym znawstwem aktualng

wiedze na temat witaminy By, w kontekscie jej biosyntezy i funkcji w szczepach M. tuberculosis i M.




smegmatis. W boszczegélnyoh podrozdziatach Doktorantka opisala budowe i role witaminy By, a
nastepnie scharakteryzowata prokariotyczne szlaki jej biosyntezy i wchianiania z uwzglednieniem
mykobakterii. Jak si¢ okazuje witamina B, wystepuje jako kofaktor trzech enzymow mykobakterii i
pei funkcje regulatora ekspresji gendw wystepujac w kompleksie z ryboprzetacznikami. Wstep konczy
opis RNzy klasy I (biatko Rv2228c) M. tuberculosis kodowanej przez genrv2228c. Z nieznanych mi
przyczyn Doktorantka zatytulowata ten podrozdziat biatko MSMEG4305, prawdopodobnie dlatego, ze
homologiem biatka Rv2228c M. tuberculosis jest wspomniane przez Doktorantke w jednym zdaniu
biatko MSMEG4305 M. smegmatis. Biatko Rv2228c jest dwudomenowe — pierwsza domena odpowiada
za wlasciwosci RNazy, druga (CobC) za$ uczestniczy w syntezie witaminy By,. Po przestudiowaniu
tego podrozdziatu lepiej zrozumiatem, ze poszukiwanie w bardzo ztozonym szlaku biosyntezy witaminy
B1, nowych celow terapeutycznych dla lekéw przeciwpratkowych jest w pelni uzasadnione. Latwiej jest
bowiem specyficznie zahamowaé¢ domene CobC niz domene RNAzowg — ta druga jest
charakterystyczng dla wigkszosci prokariontéw i taki lek nie bedzie wykazywal pozadanej
specyficznosci substratowej ze wzgledu na podobiefistwa pomiedzy RNazami réznych gatunkéw
Procaryota. Stad, projekt badan poznawczych, realizowany w pracy oceniam bardzo pozytywnie
zarbwno w perspektywie skali podjetych badan, jak tez nowych wyzwah poznawczych odwaznie
podjetych przez Promotora i Doktorantke, stanowigcych kontynuacje badan nad mykobakteriami
prowadzonych od lat w Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej
PAN w Lodzi.

Materiat do badari stanowita wirtualna baza szczepow M. tuberculosis oraz 22 nie wirtualnych
szczepOw Escherichia coli i M. smegmatis opisanych przez Doktorantke w tabeli 3.1. Nalezy podkreslié,
ze wielko$¢ z nich (19 z 22) zostata skonstruowana do celéw recenzowanej pracy. Jako osoba majaca w
swoim naukowym CV konstrukcj¢ rozmaitych szczepdw prokariontéw doceniam ten znaczny wysitek,
ktéry bardzo czesto stanowi zaledwie wstep do dalszej analizy. Nie mam zadnych zastrzezen i pytan
dotyczacych zaétosowanych metod technik badawczych, opisanych bardzo skrupulatnie na 33 stronach
pracy, obejmujacych réznorodne metody mikrobiologiczne, biologii molekularnej i bioinformatyki.
Profesjonalne przedstawienie stosowanych metod jest najlepszym potwierdzeniem, ze Autorka
opanowala bardzo bogaty warsztat metodyczny.

Po przestudiowaniu interesujacej czgsci teoretycznej i ambitnych celéw pracy mgr Bozeny
Czubat, w szczegodlnosci za$ po zapoznaniu si¢ z warsztatem badawczym i metodami praktycznej
realizacji zalozonych celéw - przystapilem do studiowania rezultatéw calej pracy w oczekiwaniu na
ciekawe, wazne wnioski koncowe. W pierwszej czesci rozdzialu Wyniki Doktorantka przedstawita
uzyskane wyniki dotyczace analizy in silico zréznicowania genetycznego gendéw kodujacych biatka
zaangazowane w biosyntezie witaminy Bi,. Badania te przeprowadzita z uzyciem kilku narzedzi
bioinformatycznych na wirtualnej kolekcji szczepéw M. tuberculosis okreslajac stosunek mutacji
niesynonimicznych do synonimicznych (tzw. warto$¢ dN/dS) i wplyw mutacji na funkcjonalnos¢ genu
#v2228¢. Oczywiscie z powodu braku funkcjonalnej, biochemicznej analizy mutantéw 7v2228c wnioski

plynace z tej czgsci pracy nalezy traktowaé z pewna doza ostroznosci. Tym niemniej Doktorantka
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wskazuje na mozliwodé istnienia aktywnego szlaku metabolizmu witaminy B, ze wzgledu
zaobserwowang przez Nia na selekcje negatywna, charakterystyczng dla funkcjonalnych i istotnych dla
organizmu obszaréw genomu. Ponadto, Autorka wskazuje na bardzo silng selekcje negatywng w
obszarze genu kodujacego domene CobC, tym samym potwierdzajgc shuszno$é swoich wezesniejszych
zalozen dotyczacych potencjalnego wykorzystania tej domeny jako tarczy dla lekéw
przeciwpratkowych. Przechodzac do recenzji drugiej czesci Wynikéw musze przyznaé, ze studiowanie
tej Swietnie opracowanej czesci rozdzialu Wyniki bylo dla mnie jako recenzenta i biologa
molekularnego zaréwno przyjemnoscia, jak i réwniez znacznie wigkszym wyzwaniem intelektualnym.
Doktorantka wraz z Promotorami przedstawiaja w tej czesci rozdzialu $wietnie udokumentowane,
bardzo wiarygodne wyniki wielokierunkowych badan mutantéw M. smegmatis ze zmodyfikowanym
szlakiem biochemicznym biosyntezy witaminy By,. Z analizy udokumentowanych wynikéw wnosze, ze
praca zostala wykonana bardzo dobrze, przy pomocy obowigzujacych metod i technik, a analiza
statystyczna ostétecznych rezultatéw pozwolila na sformulowanie uprawnionych wnioskéw. Doceniajac
ogrom pracy wlozony w konstrukcje i analize mutantéw przez Doktorantke i Promotoréw uwazam, Ze
uzyskane wyniki, wnosza nowe, szczeg6étowe dane i informacje do dyskusji o roli szlaku metabolizmu
witaminy Bj; . u mykobakterii. Nie dostrzegam potrzeby oceny wszystkich wynikéw i ich
Wartos’ciowania; pragne jedynie skomentowaé te rezultaty i wnioski, ktére dla mnie biologa sa
najwazniejsze, oryginalne i okazaly si¢ godne wartoSciowej publikacji w ,,rankingowym” czasopi$mie
naukowym. Do tych rezultatow opisanych w tej czesci rozdziatu (Wyniki) zaliczam:
- Wykazanie w testach immunoenzymatycznych i z wykorzystaniem cytometru przeplywowego, ze
produkt genu msmeg4305 uczestniczy w biosyntezie witaminy By, u M. smegmatis.
- Ustalenie to, bardzo dobrze koreluje z wynikami pokazujacymi, ze domena CobC nie interferuje z
aktywnos$cig domeny RNazowej.
- Dobrze udokumentowane wyniki wskazuja takze, ze niektére czynniki $rodowiskowe takie jak glod
komorkowy styinulujq M. smegmatis do akumulacji witaminy By,.
W $wietle uzyskanych rezultatéw mozna, moim zdaniem, sformulowaé ogdlny wniosek, ze geny
zwigzane z witaming B, sg istotne dla prawidtowego funkcjonowania komérki mykobaterii.
W zakonczeniu oceny dodam, ze Dyskusja pracy jest dobrze skonstruowana i napisana tadnym jezykiem
naukowym. Co wazne, w Dyskusji mgr Bozena Czubat nie tylko podsumowata najwazniejsze wilasne
rezultaty, ale sformulowala takze bardziej ogolne, uprawnione w wnioski i hipotezy w oparciu o wiasne
wyniki oraz zgromadzong wiedze w literaturze przedmiotu. W czedci teoretycznej oraz w dyskusji
cytuje ponad 161 literatury §wiatowej, w duze czesci prac opublikowanych w latach 2010 - 2020. Pigc
koncowych wnioskéw, sformutowanych na stronie 128 pracy, uznaje za zasadne i uprawnione. W
bardzo dobrze opracowanym Streszczeniu znajduje si¢ tez podsumowujacy wniosek ogoélny, ktéry
powinien by¢ zaprezentowany na poczatku rozdzialu Wnioski.

Poniewaz z zalozenia recenzent tropi niedociggnigcia, bledy etc. dlatego ponizszy fragment

recenzji skupia si¢ na tych wlasnie sprawach.




e Poprosze o szersze przedstawianie danych dotyczacych ,,powszechnosci” szczepien przeciwko
gruzlicy w kontekscie liczebnos$ci populacji majacych problemy z wystepowaniem tej choroby.

e Doktorantka wykorzystywala najstarsza i najczesciej stosowana metode wnioskowania presji
selekcyjnej w genach kodujacych biatka (stosunek dN/ds.). Alternatywnym podejsciem jest
model mutacji-selekcji (MutSel). Model MutSel umozliwia ocene sily i kierunku selekcji
dzialajacej na okreslone mutacje. Model ten korzysta z genetyki populacyjnej populacji i
pozwala oszacowaé skalowane wspolczynniki selekcyjne specyficzne dla danego miejsca
mutacji. Mozna zatem ocenié¢ stopien, w jakim selekcja naturalna sprzyja lub nie sprzyja
zmianom w kodonie i/lub aminokwasach. W mojej ocenie interesujgce bytoby potwierdzi¢
wnioski uzyskane za pomocg modelu dN/dS stosujac alternatywne i w mojej ocenie lepsze, bo
dajace wigcej informacji podejscie MutSel.

e Dlaczego nie przeprowadzono analizy dN/dS oddzielnie dla trzech najwigkszych linii
rodowodowych M. tuberculosis (Rys. 4.3). Nie mozna wykluczy¢, ze te trzy linie rozwijaja sie
niezale%nie od siebie.

e Skad wiadomo, Ze insercje i delecje zidentyfikowane w genie rc2228c wylaczaja geﬁ?

e Co oznacza szkodliwy i neutralny wplyw SNP (tabela 4.4)?

. Brakuje; informacji o tescie uzywanym do oceny jednorodnosci wariancji i normalnosei
rozktadu. Do oceny jednorodno$ci wariancji w pakiecie Statistica stosowany jest test Levene'a
lub test Browna-Forsythe'a. Podobnie, co najmniej trzy testy moga by¢ wykorzystywane do
oceny normalnosci rozkladu.

e Wedlug zalozen prezentacji wynikow testu ANOVA powinno si¢ podawaé warto$¢ statystyk F
(obok wartosci p) zardwno w przypadku wynikéw istotnych jak i nieistotnych statystycznie oraz
wartos$¢ n. Dotyczy to przede wszystkim opis6w pod rycinami.

e Rycing (ryc.) (a nie Rysunkiem — rys.!) mozna nazwaé w pracy drukowanej wszystko poza
tekstem i tabelami, a wiec rysunek, wykres, schemat ale takze fotografic czy fragment
zapisu (np. elektrokardiograficznego) przygotowany do publikacji. Rowniez podstawowa
zasada;| obowigzujaca dla tabel i rycin jest ich niezalezno$¢ od tekstu, czyli mozliwo$é
zrozumienia istoty tabeli czy ryciny bez koniecznosci wezytywania si¢ w tekst pracy.

e Czy sprawdzono potencjalne zmiany ekspresji genu referencyjnego sigd w warunkach gtodu
komérkowego? Jedli nie to wyniki te trzeba uzupelié o ta analiz¢ — mozliwe
obnizenie/podwyzszenie poziomu ekspresji tego genu w odpowiedzi na stres glodowy moze
zaburzy¢ cale wnioskowanie w podrozdziale 4.4.

Podsumowujac stwierdzam, ze bardzo wysoko oceniam przedstawiong mi do recenzji
prace mgr Bozeny Czubat. Charakterystyka i bardzo wnikliwa analiza mutantéw M.
smegmatis dostarczyly oryginalnych wynikéw o niepodwazalnej wartoSci poznawczej. Do
sukcesu Doktorantki i Promotoré6w przyczynilo si¢ zaréwno bardzo szerokie spektrum
zastosowanych technik badawczych, jak i wieloaspektowa analiza mutantéw M. smegmatis.

Opiniowana praca w pelni spelnia wymagania stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o




stopien naukowy doktora. Wnosz¢ wiec do Wysokiej Rady Kolegium Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr Bozeny Czubat do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Logicznie zaplanowana, systematyczna analiza otrzymanych mutantéw, nowoczesno$é
warsztatu badawczego i warto$¢ poznawcza uzyskanych wynikéw poparta ich publikacjg w
czasopismach o wysokim wspélczynniku oddzialywania uzasadniaja w mojej opinii wniosek o

uznanie pracy doktorskiej mgr Bozeny Czubat za wyro6zniajaca.



