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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Katarzyny Strus
»Analiza funkcjonalna dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu
MSMEG6236/MSEME6238 u Mycolicibacterium smegmatis (Mycobacterium smegmatis)”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Stru$ zostata
wykonana pod opieka naukowg promotora Pana prof. dr hab. Jarostawa Dziadka oraz Pani dr
hab. Anny Zaczek jako promotora pomocniczego, za$ miejscem wykonywania pracy bylo
Laboratorium Molekularnych Analiz Bakterii i Grzybow Uniwersytetu Rzeszowskiego oraz
Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi.
Na poczatku chciatam podkresli¢, ze bardzo ceni¢ prace doktorskie powstale w zespole
profesora Dziadka — zawsze sg one cennym wkladem w nauke, a poziom przedstawianych
badan jest niezmiennie wysoki. Niniejsza praca nie odbiega w zadnej mierze od tego standardu.
Rozprawa Pani mgr Stru$ jest poswiecona analizom dziatania bardzo istotnych dla bakterii
systemow przenoszenia sygnatu. Bakterie, jako organizmy jednokomoérkowe, musza reagowac
na zmiany srodowiska w sposéb szybki i efektywny, tak aby maksymalnie zwiekszy¢ swoje
szanse na przetrwanie. Miedzy innymi do tego celu — szybkiej reakcji — stuza
dwukomponentowe systemy transdukcji sygnatu. Wiedza o ich og6élnym mechanizmie
dziatania — biatka petniacego funkcje kinazy oraz biatka regulatorowego — jest znana, jednakze
znaczenie dla ekspresji genow i docelowo zmian w metabolizmie bakterii spowodowanych

dzialaniem tych systemow jest bardzo r6znorodne. Dlatego systemy te stanowig interesujacy
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model badawczy, pozwalajacy na poznanie nie tylko mechanizméw dziatania samych
systeméw, ale przede wszystkim ich znaczenia biologicznego dla komoérki bakteryjnej.
Szczegolnie interesujace sa te badania w $wietle wybranego modelu — pratkow
Mycolicibacterium smegmatis. Bakteria ta jest szybkorosnacym przedstawicielem pratkow i
jako taka, sluzy jako model dla badan nad znacznie trudniejszg w hodowli Mycobacterium
tuberculosis. Pratek gruzlicy jest nadal patogenem o duzym znaczeniu epidemiologicznym,
szczegllnie przy rozpowszechnieniu szczepow wielolekoopornych, zatem prace nad
poznaniem mechanizméw przystosowania mykobakterii do Srodowiska sg niezmiennie wazne
zaréwno dla badan podstawowych jak i nauk medycznych. Dlatego podjecie tematyki dziatania
systemow transdukcji sygnalu u pratkéw przez Doktorantke uwazam za uzasadnione i na
czasie. Przy okazji, chcialam zapytaé, jak zmiana w taksonomicznej klasyfikacji pratkéw
Mycobacterium smegmatis na Mycolicibacterium smegmatis wplywa na znaczenie tego
modelu badawczego dla pratka gruzlicy, i jakie byly podstawy tej zmiany.

Rozprawa doktorska Pani Mgr Stru§ ma posta¢ klasycznej monografii, zawierajacej 183
strony, napisanej w jezyku polskim (poza streszczeniem, znajdujgcym sie nietypowo na koficu
pracy, napisanym zar6wno po polsku jak i angielsku). Praca jest podzielona na odpowiednie
sekcje, typowe dla opracowan opartych na badaniach do§wiadczalnych. Bardzo doktadny spis
tresci ulatwia nawigacje¢ w rozprawie. 32-stronicowy Wstep poprzedzony jest wykazem
skro6tow stosowanych w pracy. W tym rozdziale Doktorantka krotko wprowadza w tematyke
biologii i znaczenia pratkéw, a znacznie wiecej uwagi poswieca sposobom regulacji ekspresji
genow u tych bakterii (co jest stusznym zabiegiem odpowiadajacym tematyce pracy). Jednakze,
przy opisie czynnikéw sigma, Doktorantka ograniczyta si¢ do opisania tych wystepujacych u
M. tuberculosis, gdy stosowniej bytoby opisac te z zastosowanego modelu M. smegmatis. We
wstepie zostaly opisane metabolizm wegla i azotu u pratkéw — cheiatam tu zapytaé, ezy pratki
maja typowo w swoim Srodowisku trudnosci z dostepem do zrédla azotu i czy konieczne
bylo powstanie u nich skomplikowanych mechanizméw pozyskiwania tego pierwiastka?
Wieksza czgs¢ wstgpu poswigcona jest dwukomponentowym systemom transdukcji sygnatu.
W tym szczegbtowym i wnoszacym duzo informacji opisie zabrakto wyszczegdlnienia, ktore z
opisywanych systeméw sa obecne u obydwoch gatunkéw pratkdw, M. smegmatis i M.
tuberculosis. Po dokladnie sprecyzowanym celu pracy Doktorantka zamiescita dwa bardzo
wazne i kompetentnie przedstawione rozdzialy, Materiaty i Metody. Oba te rozdzialy sg
napisane doktadnie, z dbatoscig o szczegdly (np. zamieszczony spis odczynnikéw wraz z
danymi producentéw czy aparatury stosowanej w pracy), co umozliwia nie tylko wykorzystanie

ich do powtdrzenia doswiadczen w innym laboratorium ale takze pomaga w zrozumieniu
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przedstawianych w kolejnym rozdziale eksperymentéw. Szczegdlng uwage Doktorantka
zwrdcita na dokladne przedstawienie skonstruowanych wektoréw i szczepédw, co podkresla
porzadne przygotowanie podstaw genetycznych pracy. Szeroki zakres zastosowanych metoda
zarOwno genetycznych, mikrobiologicznych, jak i wysokoprzepustowych w zakresie
transkryptomiki swiadczy, ze Doktorantka bardzo dobrze porusza si¢ w $wiecie wspotczesnej
biologii molekularnej. Najdtuzszy, 83-stronicowy rozdziat rozprawy to Wyniki. W pierwszej
czgsci tego rozdzialu Pani mgr Stru$ przedstawila dane pochodzace z prac nad systemem
transdukcji sygnalu MnoSR (MSMEG_6238 i MSMEG_6236), w drugiej za$ nad regulatorem
MtrB pochodzacym z innego systemu. Rozdziat ten jest podzielony na szereg niewielkich
podrozdzialéw, ktére utatwiaja podazanie za tokiem mysli Doktorantki, a takze pokazuja, iz
kolejne podejmowane przez Doktorantke podejscia eksperymentalne byly uzasadnione.
Przedstawiane wyniki sg poparte licznymi dobrze zaprezentowanymi rycinami oraz tabelami i
schematami, wida¢ tu dbato$¢ o szczegoly i o dobre zrozumienie przez czytelnika. W rozdziale
Dyskusja Pani mgr Stru$ prezentuje wyniki swoje pracy na tle dotychczasowej wiedzy, a takze
przedstawia interpretacj¢ znaczenia uzyskanych danych. Dyskusja poparta jest licznymi
cytowaniami wspélczesnych prac z dziedziny, szczegdlnie zwraca uwage odniesienie do pracy
dotyczacej systemu MnoSR, ktéra ukazata si¢ juz w czasie realizacji doktoratu i ktéra wptyneta
na kolejne podejscia doswiadczalne. Swiadczy to o wiasciwym umiejscowieniu pracy w
glownym nurcie naukowym dotyczacym systemow transdukcji sygnatu. Wnioski wynikajace z
dyskusji zostaly zaprezentowane w punktach, co jest dobrg praktyka. Rozprawe korcza
streszczenia i spis literatury. Ponadto, do pracy zostata zalaczona ptyta CD zawierajaca poza
samg rozprawg takze wzmiankowany w pracy suplement z danymi transkryptomicznymi. Praca
napisana jest bardzo ladnym i jasnym je¢zykiem naukowym, z dbalosciag o prawidtowe
wyrazenia i sformutowania. Czyta si¢ ja przyjemnie i bez probleméw. Bledy literowe sa bardzo
nieliczne, co jest rzadko$cia przy opracowaniach tej dlugosci. Cheialam zwrécié uwage jedynie
na niepoprawne sformutowanie ,,bakterie gramododatnie” na str. 9 — z zasady powinno by¢é to
,.bakterie Gram-dodatnie”.

Gtéwnym celem rozprawy bylo poznanie roli dwukomponentowego systemu
transdukcji sygnalu MnoSR oraz jednego ze skladnikéw innego systemu, biatka
regulatorowego MitrA. Chciatabym tutaj zapytaé, jaka byla podstawa wyboru tych
konkretnie systeméw, jako ze MnoSR nie ma odpowiednika u M. tuberculosis, a MtrA
zostal opisany u obydwéch przedstawicieli pratkéw. Ponadto, poprosilabym o
sformulowanie hipotez badawczych stawianych w pracy. W czesci eksperymentalnej pracy

Doktorantka skonstruowata, stosujac dobrze opracowang w zespole Promotora metode
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homologicznej rekombinacji z wykorzystaniem plazmidow samobojczych, szczepy M.
smegmatis pozbawione funkcjonalnych genéw msmeg_6236 1 6238 oraz podwdéjnego mutanta
W tych genach. Szczepy te zostaty zweryfikowane pod wzgledem genotypu oraz poziomu
ekspresji odpowiednich genéw, co pozwolilo na pézniejsze zastosowanie tych bakterii w
dalszych badaniach w tej czesci pracy. Doktorantka poczatkowo sprawdzita zdolno$é wzrostu
szczepOw niosgcych mutacje w poréwnaniu ze szczepem typu dzikiego, dodatkowo
zastosowano szczepy z komplementacja niefunkcj onalnych genéw. Zastosowano rézne zrodla
wegla w pozywcee, stwierdzajac ze w przypadku typowych weglowodanéw tempo wzrostu
wszystkich szczepéw bylo poréwnywalne, jednakze zaobserwowane zostato uposledzenie
wzrostu mutantéw w pozywkach zawierajacych jako zrodto wegla alkohole (np. metanol i
etanol). Nasuwa sie tu pytanie, czy M. smegmatis w swoim naturalnym Srodowisku
napotyka alkohole jako zrédlo wegla i czy wyspecjalizowanie si¢ systemu transdukcji
sygnalu w tym kierunku jest ewolucyjnie uzasadnione. Co ciekawe, brak funkcjonalnych
genow systemu MnoSR nie wplywal na wrazliwosgé szczepOw na wybrane antybiotyki. Dla
Szerszego poznania roli tego systemu u M. smegmatis zostala przeprowadzona analiza
transkryptomiczna poréwnujaca globalng odpowiedz szczepow dzikich i niosacych mutacje.
Do do$wiadczenn wybrano warunki niedoboru zrédta wegla (w postaci obnizenia stezenia
glukozy badz zastosowania alkoholu 1,3-propandiolu). Pani Katarzyna Stru$ bardzo umiejetnie
przeanalizowata i przedstawita uzyskane dane, od analizy gtéwnych skladowych przez zestaw
genéw o zmniejszonej i zwigkszonej ekspresji do szczegblowego zestawienia proceséw
metabolicznych regulowanych przez grupy genéw o zmienionym poziomie. Badania
»omiczne” charakteryzuja sie olbrzymia iloscig uzyskiwanych danych, gdzie najwazniejsza jest
odpowiednia analiza i interpretacja pod katem proceséw biologicznych. Autorka dotozyta
staran, aby przedstawi¢ w swojej rozprawie odpowiednie procesy, na ktore moga wptywaé
zaobserwowane zmiany w poziomie transkryptéw danych genéw. Wyniki sa zilustrowane
schematami metabolicznymi z zaznaczeniem gendéw o zmienionej ekspresji i szczegbtowych
reakcji enzymatycznych katalizowanych przez enzymy kodowane przez te geny. Jest to bardzo
cenne opracowanie, pozwalajace na zrozumienie wplywu zmian w transkryptomie na
metabolizm M. smegmatis. Wrod procesow, w ktorych system MnoSR moze odgrywaé wazna
rolg, Doktorantka zidentyfikowata metabolizm pirogronianu, zwigzku bedacego w centrum
wielu proceséw metabolicznych i energetycznych oraz metabolizm fruktozy i cykl pentozowy.
Sa to bardzo ciekawe ustalenia wskazujace na zaangazowanie systemu transdukcji sygnatu

MnoSR w centralny metabolizm wegla i energii.



W drugiej czesci pracy Doktorantka podjeta si¢ analizy regulatora MtrA, biatka z innego
systemu transdukcji sygnatu u mykobakterii. Na podstawie podobienstwa w miejscu wiazania
do DNA tego biatka i regulatora GInR odpowiedzialnego za proces pobierania azotu, podjeta
si¢ zbadania roli MtrA w metabolizmie azotu przez M. smegmatis. Wykazano, ze oczyszczone
biatko MtrA wigzato si¢ z rejonem promotorowym genu amtB, odpowiedzialnym za transport
amonu do komérki. Doktorantka skonstruowata mutanty z niefunkcjonalnym genem m#r4 oraz
gInR i zastosowala te szczepy do badan zdolnosci wzrostu w pozywkach zawierajacych rézne
zrodla azotu. Wyniki, jakie uzyskata, wskazuja, iz MtrA bierze udzial w uzyskiwaniu azotu z
wykorzystaniem niektérych aminokwaséw takich jak histydyna, prolina czy metionina.
Przeprowadzona zostata analiza transkryptomu bakterii (mutantéw i szczepu dzikiego) w
warunkach glodzenia azotowego. Bardzo dokladna analiza (analogicznie przeprowadzona i
opisana do tej z pierwszej czgsci rozprawy) wykazata zaangazowanie MtrAw szlaki zZwigzane
z metabolizmem puryn (a wigc posrednio z synteza kwaséw nukleinowych) oraz niektérych
aminokwaséw jak arginina, tyrozyna, alanina i glutaminian. Wyniki te wskazuja na znaczaca
rolg regulatora MtrA w procesach komérkowych. Chcialam tu zapytaé, czy analogiczny
system i regulator byl identyfikowany u innych baktefii, np. Enterobacteriaceae?

W przypadku obydwdch analiz wysokoprzepustowych uzyskane dane pochodza z
bakterii rosnagcych w warunkach niedoboru (wegla dla MnoSR i azotu dla regulatora MtrA).
Stan limitowania substancji odzywczych prowadzi do globalnej odpowiedzi komérek, znanej
jako odpowiedz $cista, z jej alarmonem, guanozyno-czterofosforanem (ppGpp)
zidentyfikowanym w 1969 roku. Akumulacja ppGpp prowadzi do przeprogramowania
ekspresji genéw w kierunku zwigkszenia szans komoérki na przezycie, a samo dziatanie
alarmonu moze by¢ bezposrednie przez wplyw na maszynerie transkrypcyjna jak i posrednie
przez inne regulatory. W zwigzku z zastosowaniem w uktadzie do§wiadczalnym glodzenia i
limitowania Zrédel wegla i azotu, w pracy zabraklo odniesienia do mozliwej indukcji
odpowiedzi $cistej w warunkach stosowanych dla analiz transkryptomicznych (jedynie
sprawdzono ekspresj¢ genu reld), ani nie odniesiono si¢ do poziomu np. stabilnych RNA
(zahamowanie transkrypcji ktérych jest pierwszym efektem odpowiedzi scistej). Taka analiza
przyniostaby niewatpliwie nowe informacje o globalnych systemach regulatorowych
zaangazowanych w odpowiedZ na warunki stresowe, szczegélnie w $wietle niedawno
opublikowanej pracy (Baruzzo et al., 2023) o roli sigE w regulacji odpowiedzi Scistej u M.
tuberculosis. W zwiazku z tym poprositabym Doktorantke o komentarz i hipotezy

dotyczace dzialania ppGpp w zastosowanych ukladach doswiadczalnych oraz mozliwym
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wplywie odpowiedzi S$cistej na funkcjonowanie dwukomponentowych systemow
transdukcji sygnatu.

Rozprawa jest poprowadzona logicznie, wyniki prac eksperymentalnych wskazujg na
ich staranne zaplanowanie i przeprowadzenie, a wnioski przedstawiane przez Doktorantke sg
oparte o jej szeroka wiedza o tematyce badan. Oceniam osiagnigcia przedstawione w pracy za
bardzo cenne dla wiedzy o mykobakteriach i systemach transdukcji sygnatu, ktére petnig wazng

role¢ w adaptacji bakterii do S$rodowiska. Chciatam jeszcze zapytaé, jakie moze byé
wykorzystanie otrzymanych wynikéw dla perspektywicznego opracowania lekéw
przeciwpratkowych?

' Podsumowujac, praca doktorska Pani mgr Strus stanowi cenne uzupelnienie wiedzy o
regulacji ekspresji genow i komorkowego metabolizmu u M. smegmatis przy udziale systemu

l transdukcji sygnalu MnoS/MnoR oraz biatka regulatorowego MtrA. Te oryginalne i
warto$ciowe badania wazne sa dla lepszego poznania odpowiedzi pratkdéw na wyzwania
srodowiskowe 1 jako takie stanowig takze wazny wklad w wiedze na temat M. tuberculosis.
Nalezy wyrazi¢ nadziej¢, iz wyniki tych kompleksowo przeprowadzonych badan zostang
wkrétce opublikowane w czasopi$mie naukowym o szerokim zasiegu.

Stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki

' okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) w nawigzaniu
do art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o
) szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 22018 r. Poz. 1669 z p6zn. zm.). Zwracam sie w zwigzku
z tym do Wysokiej Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Rzeszowskiego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Stru$ do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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