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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Strus
pt. ,,Analiza funkcjonalna dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu

MSMEG6236/MSMEG6238 u Mycolicibacterium smegmatis (Mycobacterium smegmatis)”

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Strus zostala wykonana w Laboratorium
Molekularnych Analiz Bakterii i Grzybow Uniwersytetu Rzeszowskiego oraz w Pracowni
Genetyki 1 Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk
w Lodzi. Pracg kierowali Promotor - Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek oraz Promotor
pomocniczy - dr hab. n. med. Anna Zaczek, prof. UR.

Praca doktorska zostata przygotowana przez mgr K. Strus wedtug regut przyjetych dla
opracowania rozpraw o charakterze eksperymentalnym. Zawiera nast¢pujace rozdziaty:
Wstep, Cel badawczy, Materialy, Metody, Wyniki, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz Bibliografie. Zamieszczono tez Wykaz skrotow, a takze 4 Suplementy na CD
z danymi szczeg6élowymi analizy sekwencji RNA oraz analizg $ciezek metabolicznych, w
warunkach gtodzenia weglowego i azotowego pratkow.

Temat pracy jest powigzany z zainteresowaniami Promotora i jego zespolu
badawczego. Zespot ten legitymuje sie¢ znaczacymi osiggnigciami w badaniach w zakresie
genetyki, fizjologii i patogennosci pratkéw. Bakterie te zawsze wzbudzaly zainteresowanie, a
nawet groze u ludzi ze wzgledu na ich chorobotwoérczo$é, a badania ich cech patogennosci
oraz poszukiwanie skutecznych sposobdw terapii zakazen przez nie wywotywanych, stanowi
jeden z gléwnych obszaréw prac naukowych 1 dociekan lekarzy, mikrobiologow czy
immunologéw. Pratek gruzlicy Mycobacterium tuberculosis 1 inne pratki sa obiektami badan
wielu zespotow na catym §wiecie, dzisiaj ukierunkowanych przede wszystkim na wyjasnianie
mechanizmow regulujacych wzrost i przezywalnos¢ tych bakterii oraz oporno$¢ na leki.

Biorac pod uwage ciagly problem skutecznosci terapii infekcji wywolywanych tymi
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patogenami, niezmiernie waznymi zagadnieniem pozostaja poszukiwania nowych tarcz, czy
inaczej nazywajac, celéw molekularnych dla nowych lekéw. Jedng z mozliwosci ingerencji w
procesy lezace u podstaw wzrostu bakterii, w tym pratkéw, jest blokowanie systemow
transdukcji  sygnatéw, systemow wykorzystywanych przez nie jako czynnikdw
adaptacyjnych, do =zmieniajacych si¢ warunkéow Srodowiska, w ktorym  zyja.
Wewnatrzkomorkowe — patogeny M.  tuberculosis, jak 1 szczepy saprofityczne
Mycolicibacterium smegmatis charakteryzuja si¢ zdolnoSciami adaptacji do zmian
zachodzacych w $rodowisku wzrostu, do ktorych zaliczamy dostepno$¢ substancji
odzywczych (przede wszystkim zrodet wegla i azotu), obecnosci antybiotykéw i innych
srodkéw anty-drobnoustrojowych, metali cigzkich, czy tez dziatania mechanizmoéw uktadu
odpornosciowego gospodarza. A systemy adaptacyjne warunkujgce dostosowanie sie do
niekorzystnych warunkéw zycia tych drobnoustrojow, to m.in. dwukomponentowe systemy
transdukcji sygnatu. Sa one zaangazowane w wiele procesow charakterystycznych dla
komorek bakteryjnych, w tym w transport substancji odzywczych, regulacje szlakéw
katabolicznych, warunkuja tez wirulencje. Poznanie wigc mechanizméw dziatania tych
systemOw moze by¢ waznym krokiem w poszukiwaniu blokerow hamujacych ich funkcje, a
tym samym wzrost pratkow. Praca doktorska mgr K. Stru$ wpisuje si¢ w ten nurt badawczy.
Podjety temat nalezy uzna¢ za wazny i cho¢ ja w tych badaniach widze przede wszystkim
aspekt poznawczy, trzeba nadmieni¢, iz wyniki rozprawy w przyszloSci mogag byé
wykorzystane w praktyce, w poszukiwani aktywnych biologicznie zwigzkéw chemicznych
interferujacych z badanym przez Doktorantk¢ dwukomponentowym systemem transdukcji
sygnatu u pratkow.

Podstawy -teoretyczne rozprawy Doktorantka omoéwila w pierwszym rozdziale -
Wstepie. Scharakteryzowata bakterie z rodzaju Mycobacterium, w tym obickt badan pratki
szybkorosnace Mycolicibacterium smegmatis. Przedstawita dane dotyczace zachorowalnosci
na gruzlicg, $wiadczace o dalej aktualnym, powaznym problemie $wiatowym, w zwalczaniu
tej choroby. Wymienita leki wspotczesnie stosowane w terapii gruzlicy. Szczegdlng uwage
zwroécita na mechanizmy umozliwiajace pratkom adaptacje do zmieniajgcych si¢ warunkow
srodowiska w ktorym zyja, w tym przede wszystkim si¢ na procesy oparte o regulacje
ekspresji genow. Waznym dla wzrostu i mozliwosci przezycia bakterii jest dostepnosé¢ i
mozliwo§¢ wykorzystania zrodet wegla i azotu. Dotyczy to takze pratkéw. Doktorantka
omowita zrédla tych pierwiastkow dla pratkow oraz procesy zaangazowane w ich
wykorzystanie. Opisujac metabolizm wegla 1 azotu u tych drobnoustrojow, zwrocita uwage na

»plastyczno$¢” w wykorzystaniu przez nie roznych zrodet tych pierwiastkow oraz szlakow ich
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utylizacji. Biorac pod uwage temat pracy, zrozumialym jest szerokie potraktowanie we
Wstepie przez Doktorantke¢ dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu u pratkow, w
kontekscie ich adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych ich zycia. Omowita
znaczenie kinazy histydynowej w systemie transdukcji, ale najwiecej uwagi pos$wiecita
przegladowi dwukomponentowych systemoéw transdukcji sygnatu u Mycobacterium. Nie
tylko je wymienita (Ryc. 2), ale takze dalej w pracy je szczegbtowo omowita. Wstep
zakonczyta przedstawieniem dwukomponentowego systemu transdukeji sygnatu MnoSR u M.
smegmatis oraz dwukomponentowego systemu transdukcji sygnalu MtrA-MtrB u tych
bakterii.

Przeglad informacji zaprezentowanych w czgsci teoretycznej pracy doktorskiej mgr K.
Stru§ oraz ich analiza $wiadczag o jej dobrym przygotowaniu do podjetych badan
doswiadczalnych. Doktorantka dobrze uzasadnita przedmiot badan i ich zakres.
Zaprezentowala dane w oparciu o najnowsze publikacje.

Cel badan, a wlasciwie dwa cele Doktorantka przedstawita szczegdtowo i
wyczerpujaco. Pierwszy dotyczyt oceny roli dwukomponentowego systemu transdukcji
sygnaltu MSMEG 6236/MSMEG 6238 w globalnej regulacji metabolizmu u M. smegmatis.
W realizacji tego celu podjeto zadania konstrukcji ukierunkowanych mutantéw M. smegmatis
pozbawionych funkcjonalnych gendow: msmeg 6236, msmeg 6238 oraz obu tych genow tj.
msmeg_0236/msmeg 6238, zbadania tempa wzrostu skonstruowanych mutantéw w obecnosci
okreslonych zrédet azotu, wegla oraz oceny ich wrazliwo$§¢ na wybrane zwigzki m.in.
antybiotyki, a takze przeprowadzenie globalnej analizy transkryptomu uzyskanych mutantow
w warunkach glodzenia weglowego. Drugi cel rozprawy to poznanie funkcji biatka MtrA
(msmeg 1874) w regulacji metabolizmu azotu u M. smegmatis. W tym zakresie
przeprowadzono analizy oddziatywania biatka His-MtrA z sekwencja promotorowa genu
amtB (msmeg 2425), ktérego produkt uczestniczy w transporcie amoniaku oraz tempa
wzrostu mutantow Amtrd oraz A(mtrA/ginR) w obecnosci wybranych zrodet azotu, a takze
przeprowadzenie analizy transkryptomu mutantéw AmtrA oraz A(mtrA/ ginR) w warunkach
glodzenia azotowego.

Material badawczy pracy doktorskiej mgr K. Stru§ stanowily gléwnie szczepy z
kolekcji Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium PAN w Lodzi, ale warto podkresli¢,
iz trakcie realizacji zadan badawczych doktoratu skonstruowano szereg szczepow M.
smegmatis. Podloza 1 ich sktadniki wymieniono w kolejnym rozdziale pracy - Materiaty,
podobnie zamieszczono tam wykaz syntetycznych oligonukleotydow wykorzystanych

podczas realizacji badan, a byta ich spora liczba, ze wzgledu na specyfike pracy. Kolejny
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podrozdzial stanowit zestawienie wektorow plazmidowych uzytych w badaniach.
Przedstawiono ich schematy oraz charakterystyke. Inne zestawienia (enzymow restrykcyjnych
1 innych enzymow, mieszanin reakcyjnych, buforow, odczynnikow, zeli i aparatury) takze
umieszczono w tym rozdziale. Opisy te nie budza zastrzezen.

Realizacja badan wg zalozonego planu wymagala zastosowania wielu metod. Dobrano
je wlasciwie 1 szczegdtowo opisano w rozdziale 4 rozprawy - Metody. Szeroka paleta metod 1
technik badawczych stanowita zapewne dla Doktorantki duze wyzwanie. Sadzac z
uzyskanych danych wnioskuj¢, iz temu wyzwaniu sprostala. Opanowata je 1 wilasciwie
wykorzystata, tak metody hodowli pratkéw w réznych warunkach i na réznych podtozach, jak
1 réznorodne techniki genetyczne, molekularne i elektroforetyczne. Dobrze wykorzystata
mozliwosci, jakie stworzyta jej sposobnos¢ pracy w dwoch zespolach badawczych, w swojej
jednostce macierzystej i Pracowni kierowanej przez Promotora pracy.

Doktorantka podjeta badania dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu
MnoSR, wystepujacego w komorkach pratkow M. smegmatis, nie majacego swojego
odpowiednika u pratkow gruzlicy. Sklada si¢ on =z kinazy histydynowej MnoS
(MSMEG _6238) oraz biatka regulatora odpowiedzi MnoR (MSMEG 6236). Geny kodujace
system MnoSR tworza wspdlny operon (mnoSR), a ich produkty biorg udzial w regulacji
metabolizmu metylotroficznego u M. smegmatis. Aby okresli¢ funkcje biatek MnoS 1 MnoR
w metabolizmie pratkdow, skonstruowano ukierunkowane, nieoznaczone mutanty M.
smegmatis pozbawione genu msmeg 6236, msmeg 623 lub obu genéw réwnoczesnie.
Analiza kinetyki wzrostu tych szczepéw na podlozach minimalnych zawierajacych
zdefiniowane zrodla wegla 1 azotu wykazala, ze inaktywacja systemu MnoSR uposledza
zdolno$¢ M. smegmatis do wykorzystania alkoholi takich jak 1,3-propandiol, metanol i etanol
jako zrdédet wegla, nie wplywa natomiast na zdolno$¢ wykorzystania wigkszosci mono- i
disacharydow z wyjatkiem fruktozy. Nie stwierdzono za$ uposledzenia wzrostu tych
szczepdw na podtozu minimalnym, z réZznymi organicznymi i nieorganicznymi zrodtami
azotu. Wylaczenie systemu MnoSR nie spowodowato zmiany wrazliwo$ci M. smegmatis na
antybiotyki aminoglikozydowe, tetracykliny, etambutol oraz rifampicyne.

Aby wyjasni¢ udzial systemu MnoSR w globalnej odpowiedzi pratkdw na
ograniczony dostep do zrodet wegla, zastosowano metode sekwencjonowania calkowitego
RNA szczepu kontrolnego oraz mutanta A(mtrA/ginR), rosnacych na podlozach z
minimalnych dodatkiem réznych stgzen glukozy i 3-propandiolu, metanolu i etanolu.
Wykazano, iz biatka MnoS i MnoR wchodzace w system dwukomponentowy transdukcji

sygnalu sa zaangazowane w procesy pozyskiwania wegla z alkoholi, takich jak 1,3
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propandiol, metanol i etanol. Dane transkryptomiczne wskazaly tez na wazng role MnoSR w
metabolizmie pirogronianu, w tym jego znaczenia w metabolizmie energetycznym oraz
procesach biosyntezy aminokwaséw, puryn i pirymidyn u pratkow. Pozbawienie pratkow
systemu MnoSR znajduj¢ tez odzwierciedlenie w zmianach ekspresji genéw kodujacych
enzymy zaangazowane w metabolizm fruktozy, metanu oraz uczestniczace w szlaku
pentozofosforanowym.

Drugi cel badan mgr K. Stru$ to wyjasnienie roli regulatora odpowiedzi MtrA w
regulacji metabolizmu azotu u mykobakterii. Wstepnie zatozono, iz u tych drobnoustrojow
biatko GInR (biatko zaangazowane w regulacje metabolizmu azotu, nalezace do czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny OmpR) oraz MtrA, moga wiazaé te same sekwencje regulatorowe
i wspétuczestniczy¢ w regulacji genow, ktorych produkty warunkujg transport lub utylizacje
zrodet azotu. Konstrukcja podwojnego mutanta, pozbawionego genéw obu badanych biatek
regulatorowych oraz analiza zdolnosci do wzrostu mutantow Amitrd oraz A(mtrA/ginR) na
podiozu minimalnym, zawierajacym okreslone zrodla azotu pozwolila ustalié, Ze brak
regulatora MtrA uposledza zdolnos¢ pratkéw do wykorzystania jako organicznych zrédet
azotu niektérych aminokwasow. Przeprowadzona analiza danych transkryptomicznych
szczepu kontrolnego oraz mutantow Amitrd oraz A(mtrA/gInR) rosngcych na podlozu
minimalnym zawierajacym siarczan amonu, pozwolita zaobserwowaé zmiane ekspresji
genow, ktorych produkty maja udziat w metabolizmie azotowym, w szczepach pozbawionych
funkcjonalnego biatka regulatorowego MtrA. Brak tego biatka u mykobakterii, w warunkach
glodzenia azotowego, wptywa na poziom ekspresji gendéw kodujgcych synteze enzymoéw
zaangazowanych w metabolizm argininy, puryn, tyrozyny, jak réwniez szlakow przemian
alaniny, asparaginianu i glutaminianu.

Podsumowujac, uzyskane przez mgr K. Stru§ wyniki badan pozwolity na lepsze
zrozumienie znaczenia roli systemu MnoSR w regulacji metabolizmu weglowego u pratkow
oraz regulatora odpowiedzi MtrA w regulacji metabolizmu azotowego.

Rozdzial przedstawiajacy wyniki pracy doktorskiej mgr K. Stru$ jest bogaty w ryciny,
wykresy, schematy, tabele oraz dokumentacje zdjgciows. Wszystko oceniam jako
przemyslane i bardzo dobrze przygotowane. Whasciwe wykorzystanie réznorodnego zestawu
technik 1 metod badawczych pozwolito jej uzyskaé cenne i znaczgce wyniki, ktére zostaty
starannie opracowane. Doktorantka zrealizowata podstawowe cele pracy. Pragne podkresli¢
szeroki zakres pracy, réznorodno$¢ technik badawczych, ktory pozwolit jej uzyskaé

warto$ciowe wyniki.



Dyskusja wynikow jest bardzo dobrze opracowana. Jest zwigzla, ale ujmuje
najwazniejsze aspekty pracy. Warte podkreslenia jest odniesienie si¢ Doktorantki do pracy,
ktore ukazala si¢ w czasie realizacji badan w ramach jej doktoratu, a ktore dotyczyta systemu
MnoSR u pratkéw. Doktorantka wskazuje na pewna inspiracj¢ ptynaca z tej pracy, do
podjecia badan alkoholi jako zrédet wegla dla badanych pratkow. Dyskusja wskazuje na
dojrzatos¢ naukowag Doktorantki i jej umiejetnosci analizy duzej liczby danych.

Wnhioski znajdujg potwierdzenie w wynikach pracy. Bioragc pod uwage jej zakres i
liczb¢ uzyskanych danych, moim zdaniem wnioski sformutowano bardzo ostroznie, moze
nawet nazbyt ogodlnie.

Zestawienie literatury w liczbie 164 pozycji obejmuje najnowsze publikacje, ktore
zostaly zacytowane wlasciwie.

Nie znalaztem w pracy informacji o dorobku naukowym Doktorantki. Oczywiscie nie
ma formalnego wymogu, aby przedstawiac szerzej osiggni¢cia badawcze, ale od dtuzszego
Jjuz czasu doktoranci podajg w rozprawach takie informacje. Mam nadziejg, iz wkrotce wyniki
badan zawarte w rozprawie doktorskiej mgr K. Stru$ zostana opublikowane.

Ponizej uwagi i zapytania do Doktorantki.

1. Na str. 11 rozprawy Doktorantka, przedstawiajgc problemy z terapig gruzlicy
wywotane] przez wielolekooporne pratki, napisata cytuje: Dodatkowo, negatywny
wplyw zarowno na leczenie, jak i diagnostyke gruzlicy wywarta pandemia COVID-
19. Sytuacja ta wymaga reorganizacji podjetych planow leczenia gruzlicy zarowno
w skali krajowej jak i globalnej. Bardzo prosz¢ o blizsze wyjasnienie tej kwestii.

2. Str. 18 —na jej koncu, wydaje mi sig, ze brakuje zakonczenia zdania.

3. Na str. 158 (Dyskusja) Doktorantka zwrécita uwage na potrzebe przeprowadzenie
analizy ChipSeq, aby potwierdzi¢ znaczenie regulonu MnoR, w obserwowanych
zmianach w procesach metabolicznych, czy one wnikajg z gtodzenia weglowego,
czy tez z inaktywacji systemu MnoRS pratkow. Czy taka analiza jest planowana w
dalszych badaniach ?

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca mgr Katarzyny Stru$ pt. ,,Analiza
funkcjonalna dwukomponentowego systemu transdukcji sygnatu
MSMEG6236/MSMEG6238 u Mycolicibacterium smegmatis (Mycobacterium smegmatis)”
spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscypliniec nauki biologiczne i zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego z uprzejmg prosba o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



Uwazam, iz recenzowana praca jest wyrozniajacg si¢. Wnosze wigc o wyrdznienie
Doktorantki stosowng nagroda.

Uzasadnienie:

Badania podjete przez Doktorantke sa umiejscowione w niezwykle waznym obszarze
problematyki mikrobiologicznej i medycznej. Dotycza pratkdw Mycobacterium. Poznanie
procesow regulujacych ich zdolnos¢ do przezywania w roznych, zmieniajacych si¢ warunkach
srodowiska, stanowia bardzo wazne, kluczowe zagadnienie. Wyjasnienie tych procesow
zapewne przyczyni si¢ do ukierunkowania poszukiwana nowych celo6w molekularnych dla
lekéw hamujacych wzrost i przezywanie pratkéw. Biorac pod uwage wielolekopornos¢ tych
patogenow, to dzisiaj jedno z kluczowych wyzwan przed jakimi stoi wspolczesna medycyna.
Praca doktorska Mgr K Stru$ miesci si¢ w tym obszarze badan, a jej wyniki sg znaczace,

rozszerzajace naszg wiedz¢ w tym obszarze dociekan naukowych.
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