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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Lorencik zatytulowanej ,,Identyfikacja
Sciezek transportu elektronow w oddechowym kompleksie II1 na podstawie mutagenezy i

badan biochemicznych”

Ponad 20 lat temu odkryto w btonach niektorych bakterii enzym nazwany alternatywnym
kompleksem 111 (ACIII), petnigcym funkcj¢ podobng do kompleksu III tancucha oddechowego
zlokalizowanego w blonie mitochondrialnej eukariota. Mimo tej samej funkcji, ACIII posiada
znacznie roéznigcg si¢ strukture potwierdzong ostatnio metodg cryo-EM. Na podstawie
dostepnych danych strukturalnych i biochemicznych zaproponowano kilku mechanizméw
dziatania ACIIl w bakteriach. Gléwnym celem ocenianej rozprawy bylo skonstruowanie
systemu do manipulacji genetycznych w obrgbie genow kodujacych polipeptydy kompleksu
ACIII bakterii Flavobacterium johnsoniae i jego wykorzystanie do weryfikacji doswiadczalnej
proponowanych molekularnych mechanizmoéw dziatania tego enzymu.

Praca ma forme¢ tradycyjnej rozprawy i przedstawia zaréwno opublikowane jak 1 nie
opublikowane wyniki. Powstata pod kierunkiem prof. dr hab. Artura Osyczki oraz dr Roberta
Ekierta w Zaktadzie Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego. Rozprawa liczy
tacznie 157 stron i zawiera wszystkie elementy wymagane od tego typu tekstow naukowych.
Cho¢ praca napisana jest poprawnym jezykiem, opatrzona staranng szata graficzna, nie udato
si¢ Doktorantce unikna¢ licznych btedéw edytorskich.

Wstep napisany jest swietnie: jasno, ciekawie, bez zbednych szczegétow. Czytatam go z
zainteresowaniem i przyjemnos$cig. Zanim autorka skupi si¢ na budowie i proponowanych
modelach mechanizmu dziatan alternatywnego kompleksu II1 u bakterii przedstawia informacje
0 kofaktorach enzymow transferu elektronow jak i samych kompleksach transferu elektronow.
Wstep konczy rozdziat na temat bakterii Flavobacterium johnsoniae z uzasadnieniem dlaczego

wybrano t¢ bakteri¢ jako model badawczy. Rozdziaty ,,Metody” i ,,Materiaty” to tacznie okoto




30 stron. Nalezy podkresli¢, ze stosowana przez doktorantke metodologia jest bardzo
réznorodna i obejmuje obok technik biologii molekularnej takze metody biochemiczne i
biofizyczne. Ogolnie, dostarczane informacje sg wystarczajgce do oceny poprawnosci
stosowanych metod eksperymentalnych, cho¢ byty wyjatki. Na przyktad, brakowato mi w
czasie czytania wynikéw informacji o lokalizacji starterow uzywanych w réznych reakcjach
PCR czy sekwencjonowaniu. Tylko dla kilku zaznaczono lokalizacje (rys. 5.1). Co prawda,
sekwencje wszystkich starterow zawarte sa w tabelce znajdujacej si¢ w rozdziale ,,Materiaty” i
Mozna na ich podstawie znalez¢ lokalizacje, ale wymaga to czasu i utrudnia analize.

Rozdziat,,Wyniki” rozpoczyna opis do§wiadczen jakie wykonano w celu otrzymania szczepow
F.johnsoniae z delecja sekwencji kodujacych podjednostki hemowe, ActA i ActE, operonu
ACIII. Informacje potrzebne do zrozumienia sytemu genetycznego umozlwiajacego te
manipulacje zawarte sg nie tylko w wynikach, ale rowniez w metodach i zatagcznikach. Troche
utrudnialo mi to czytanie, ale rozumiem w pelni zamyst takiej organizacji. System
wykorzystuje technik¢ wymiany alleli opracowang wczesniej przez innych naukowcow i
umozliwia selektywne usunigcie interesujacej sekwencji z genomu bakteryjnego. Weryfikacja
delecji obejmowata odpowiednie reakcje PCR, sekwencjonowanie oraz obserwacje fenotypowe
mutanta po komplementacji plazmidem umozlwiajacym ekspresje¢ usunietej Sekwencji
kodujacej. Skuteczna komplementacja, ktora miata potwierdzac, ze usunigto tylko interesujacg
nas sekwencj¢ okazata si¢ nie tatwym zadaniem, ale po zastosowaniu roéznych strategii
doktorantka znalazta odpowiedni system i zakonczyta badania sukcesem. Okazato si¢ bowiem,
ze nadekspresja podjednostek hemowych ActA i ActE jest letalna. Ominigcie tego problemu
wymagato manipulacji sity promotora za pomoca mutagenezy. Szczepy delecyjne po
komplementacji plazmidami z limitowang sitag promotora odzyskiwaty porownywalne tempo
wzrostu do typu dzikiego. Do tej metodologicznie interesujacej czeSci mam kilka pytan.
Dlaczego przeprowadzano badania na poziomie DNA, biatek, zmian szybkosci wzrostu, a nie
sprawdzano poziomu transkryptu? Pytanie o poziom transkryptu zadawatam sobie kilka razy w
czasie czytania rozprawy w jej roznych miejscach. Jak wyznaczono dlugos¢ promotora
natywnego ActA czyli 219pz ? Dlaczego wybrano wektory o aktywnosci pPOmpA na poziomie
75%, 60%, 42% ? Czy mierzono eksperymentalnie site promotora po mutagenezie czy oparto
si¢ jedynie na danych literaturowych? Na rys. 5.1.A brak jest wytlumaczenia znaczenia liczb w
prostokatach otaczajgcych operon, a opis diagnostycznego PCR narys. 5.1.B jest zaskakujacy.
Nie jest mozliwe za pomocg PCR oceni¢ dtugos¢ pasma z doktadnoscia do nukleotydy, a takie
liczby s3 na rysunku. Uwaga ta odnosi si¢ do obrazow elektroforetycznych wszystkich

diagnostycznych reakcji PCR prezentowanych w rozprawie.



Nastepnie doktorantka podjeta si¢ scharakteryzowania  biochemicznie i biofizyczne
otrzymanych mutantow delecyjnych. W pierwszej kolejnosci przeprowadza barwienie hemoéw
¢ w preparatach biatek blonowych po elektroforezie i potwierdza brak biatek hemowych ActA
i ACtE w otrzymanych mutantach nazwanych odpowiednio AA i AE. Drobna uwaga: nie
moglam znalez¢ informacji jakg ilo$¢ biatka nanoszono na $ciezke zelu w przypadku tych
elektroforez, a informacja ta jest przydatna gdyby powtarzano procedure. Rezultaty
powyzszych do§wiadczen pozwolilty zaobserwowac bardzo ciekawg zalezno$¢ w przypadku
mutanta AA, a mianowicie mutant ten dodatkowo nie posiadat biatka ActE. Czy wynik ten byt
zaskoczeniem, czy mozna bylo go przewidzie¢ na podstawie dostepnych danych
literaturowych ? Czy podjeto badania na poziomie transkryptu? Charakterystyka mutantow
delecyjnych i ich rewertantow uzyskanych w wyniku komplementacji obejmowata pomiary
aktywnosci ACIII z wykorzystaniem tlenometrii EPR. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze transfer
elektrondow pomiedzy ACIII a oksydazg aa3 zachodzi przy udziale podjednostki ActA.
Podjednostka ActE nie jest wymagana do przeniesienia elektronéw, mino to jej brak
negatywnie wplywa na tempo wzrostu komorek, wskazujac na inna, jeszcze
niezidentyfikowang funkcje tej podjednostki.

Wszystkie powyzej wspomniane wyniki zostaty opublikowane w roku 2021 w Microbiology
Spectrum, czasopi$mie o wspotczynniku oddziatywania okoto 4.0. Publikacja ma siedmiu
autorow, a pierwszym autorem jest Pani Katarzyna Lorencik. Czy doktorantka byta jedynym
wykonawcg wszystkich do§wiadczen ? Brak jest tego typu informacji w rozprawie doktorskiej.
Nieopublikowane wyniki opisane w rozprawie doktorskiej mozna podzieli¢ na dwie czgsci.
Celem pierwszej czgéci badan bylo zweryfikowanie postulowanych r6l 5 i 6 hemu ¢
podjednostki ActA i roli hemu c podjednostki ActE w transferze elektronow poprzez
wprowadzenie mutacji punktowych do sekwencji wigzacych hem. Okazalo si¢, ze mutacje
motywow wigzacych hem skutkujg brakiem ekspresji biatek. Doktorantka postuluje, ze
najprawdopodobniej ekspresjonowane biatka w wyniku braku hemu zwijajg si¢ nieprawidtowo
I w konsekwencji sa degradowane. W tym miejscu ponownie zabrakto mi doswiadczenia
potwierdzajacego obecno$¢ odpowiedniego transkryptu np. za pomocg Nothem hybrydyzacji,
co uwiarygadnialoby hipotez¢ 0 zmianach na poziomie post-transkrypcyjnym. Poniewaz
selektywne usuniecie hemoéw nie bylo mozliwe, postanowiono usung¢ cata domene mdA z
podjednostki ActA pozostawiajgc krotki fragment N-koncowy oraz fragment kodujacy C-
koncowa pentahemowa domene¢ stosujac technike wymiany alleli. Eksperymentalnie
potwierdzono skuteczno$¢ usunigcia zaplanowanego fragmentu DNA z operonu (PCR

diagnostyczny) jak i ekspresje biatka kodowanego przez nig (wizualizacja biatek hemowych po



elektroforezie) . Tak zmodyfikowany szczep nie przenosi elektronow z ACIII na cytochrome
aas co wykazano wykorzystujac tlenometrie EPR, potwierdzajac tym wynikiem
przypuszczenie, ze hem domeny mdA jest bezposrednim donorem elektronéw dla terminalnej
oksydazy. Komplementacja usuni¢tej domeny mdA zakonczyta si¢ niepowodzeniem tzn. nie
uzyskano polepszenia szybko$ci wzrostu mutanta po ekspresji tego biatka. Z opisu
doswiadczenia nie jest dla mnie jasne czy brak komplementacji wynikat z braku ekspresji czy
biatko byto ekspresjonowane, ale nie w ilosci czy formie wymaganej w tescie komplementacji.
Innymi stowy, czy lub jak biatko mdA byto identyfikowane po ekspresji.

Druga cz¢$¢ nieopublikowanych wynikoéw Pani Katarzyny Lorencik pochodzi z badan in vitro.
Doktorantka podjeta si¢ izolacji kompleksu ACII typu dzikiego, kompleksu ACIII
pozbawionego domeny mdA, jak i samej domeny mdA oraz biatka ActE. Po malo
skutecznych probach oczyszczenia kompleksu III przy uzyciu ztoza niklowego skupiono si¢ na
dopracowaniu izolacji z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa. W tym ostatnim
przypadku oczyszczanie wymagalo utworzenia mutanta z metka Strep dolaczong do
podjednostki ActE. Najwickszym problemem nie byla niska czysto$¢ otrzymywanych
preparatow, ale ich staba wydajnos¢. Czy w czasie dopracowywania metody izolacji testowano
rozne stezenia jednego detergentu ? Jak wybrano stosowane stezenie DDM ? W opisach do
rysunkéw nie podano stgzenia DDM, a wedlug recenzenta taka informacja powinna by¢
podana, cho¢ z drugiej strony tego typu informacja zawarta jest w metodach. Najbardziej
wydajnym systemem do izolacji kompleksu ACIII typu dzikiego jak i kompleksu ACIII
pozbawionego domeny mdA okazato si¢ oczyszczanie ich z odpowiednich szczepow przy
uzyciu chromatografii powinowactwa w obecno$ci DDM, gdy metka Strep byta rozdzielona
sekwencja lacznika od sekwencji kodujacej podjednostke¢ AcCtE. Natomiast samodzielna
domena mdA i podjednostka ActE byty oczyszczane po ich heterologicznej ekspresji w E.coli.
Teoretycznie przewidziane sekwencje sygnatowe tych bialek zostaty zastgpione sekwencja
kierujaca do periplasmy E.coli, co skutkuje tym, zZe oba bialka izolowane s3a jako
rozpuszczalne. Czy nie obawiano si¢ mozliwosci, ze usunigcie kotwic lipidowych z N-konca
biatka ActE zmieni jego wlasciwosci? Wyizolowane kompleksy i biatka poddano
miareczkowaniu potencjometrycznemu z wykorzystaniem spektroskopii optycznej, ktora
pozwala okresli¢ warto$ci potencjalow nalezacych do hemoéw. Na podstawie otrzymanych
wynikow doktorantka uwaza, ze hemy podjednostki ActE oraz domeny mdA charakteryzuja
si¢ najwyzszymi potencjatami. Wyniki koncza proby bezposredniego pomiaru aktywnosci
ACIIl z mutanta F. johnsoniae pozbawionego domeny mdA jak rowniez oksydazy aa3 na

wyizolowanych biatkach. Nie moglam jednak znalez¢ informacji jak oczyszczono oksydaze



aa3. Jak pisze doktorantka bezposrednie pomiary aktywno$ci nie sg zadaniem trywialnym i na
postawie zdobytego doswiadczenia uwaza, ze wymagaja warunkow restrykcyjnie
beztlenowych.

Dyskusja jest napisana w usystematyzowany, cho¢ specyficzny sposob. Wiekszo$¢ rezultatow
jest dyskutowana w kolejnosci identycznej jak sg opisywane w rozdziale Wyniki. W niektorych
przypadkach preferowatabym potaczenie rozwazan jak na przykiad czgs¢ dyskusji dotyczacej
braku ActE w mutantach pozbawionych ActA (str.103) potaczytabym z cze$cig dyskusji
omawiajgcg wptyw braku domeny mdA biatka ActA na ekspresje ActE (str.105). Do tych
waznych 1 intrygujacych obserwacji mam kilka pytan. Czy postulujac, ze eckspresja
pentahemowej domeny biatka ActA a nie calego biatka ActA jest konieczna do ekspresji
podjednostki ActE (str.105) doktorantka sugeruje zalezno$¢ na poziomie transkryptu czy
biatka? W dyskusji jest sugestia, ze brak ekspresji ActA, pierwszej podjednostki operonu
kodujacego ACIII (str.103), oznacza brak ekspresji catego operonu (str.103).

Oceniajgc  cato$¢ dyskusji uwazam ja za wnikliwg 1 na wysokim poziomie
naukowym. Doktorantka potrafi krytycznie analizowaé swoje wyniki i stara si¢ znalezé
logiczne wytlumaczenie dla nich. Wyniki sa konfrontowane z  dostgpnymi danymi
literaturowymi, co bezsprzecznie potwierdza duza wiedze Doktorantki w zakresie
przeprowadzonych badan. Uzyskane przez Kandydatke wyniki badan, a w szczegolnosci
utworzenie sprawnego systemu umozlwiajacego genetyczne modyfikacje operonu kodujacego
ACIIl stanowi bardzo dobry punkt wyjscia do dalszych, szczegétowych badan mechanizmu
dziatania alternatywnego kompleksu ACIII. Zarys takich badan autorka prezentuje jako ostatni
podrozdziat dyskusji.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani
mgr Katarzyny Lorencik pt. ,Identyfikacja S$ciezek transportu elektronow w
oddechowym kompleksie I1I na podstawie mutagenezy i badan biochemicznych” stanowi
oryginalne rozwiazanie istotnego problemu naukowego i potwierdza ogo6lna wiedze
teoretyczna Kandydatki oraz umiejetno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
Rozprawa doktorska spelnia wszystkie warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn.
zm.). W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego 0 dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Lorencik do dalszych
etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cisltych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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