{
—
-
't’ 4

UNIWERSYTET GDANSKI UNIWERSYTET GDANSKI

Prof. dr hab. Agnieszka Szalewska-Patasz Gdansk, 02.01.2020
Katedra Genetyki Molekularnej Bakterii

Uniwersytet Gdanski

ul. Wita Stwosza 59

80-308 Gdansk

email: Agnieszka.Szalewska-Palasz@ug.edu.pl
tel: (+48) 58 523 6026

Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Karoliny Ambroziak
»Dwukomponentowy system transdukcji sygnalu PdtaS/PdtaR

w regulacji proceséw metabolicznych u mykobakterii"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, jako podstawa ubiegania sie w
postepowaniu o nadanie stopnia doktora, zostata wykonana w Instytucie Biologii Medycznej PAN
w Lodzi pod kierunkiem promotora, Pana prof. dr hab. Jarostawa Dziadka, oraz dr Renaty
Ptocinskiej jako promotora pomocniczego. Gtéwnym celem rozprawy byto zbadanie roli systemu
PdtaS/PdtaR w procesach Zyciowych pratkéw. Tematyka ta jest istotna z uwagi na znaczenie
systemoOw przenoszenia sygnatu u bakterii. Komunikacja z otoczeniem jest bardzo istotng funkcja
organizmow zywych. Umozliwia ona zwlaszcza prostym organizmom jednokomérkowym
szybkie i odpowiednie reakcje na zmieniajace si¢ warunki zewnetrzne. Jest to wazne zwlaszcza u
mikroorganizmow patogennych, u ktérych przenoszenie sygnatow jest zwiazane z stabilnoscia

uktadu patogen-gospodarz, a réwniez bezposrednio z wirulencja bakterii. Mycobacterium



tuberculosis, bedaca przedmiotem badan mgr Karoliny Ambroziak, stanowi istotne zagrozenie dla
zdrowia publicznego jako czynnik etiologiczny groznej i rozpowszechnionej choroby, jaka jest
gruzlica, dlatego poznanie dziatania systeméw regulacji metabolizmu i ekspresji genéw u tej
bakterii jest istotne dla zaréwno szeroko pojetej wiedzy mikrobiologicznej jak i dla zwigkszenia
mozliwosci zwalczania zakazen Mycobacterium. W zwiazku z tym podjgcie tego tematu jest ze
wszech miar uzasadnione. Zwlaszcza, iz w swojej pracy Doktorantka mogta korzystaé z bardzo
szerokiej wiedzy i doswiadczenia naukowego Promotoréw pracy i catego zespotu Prof. dr hab.
Jarostawa Dziadka.

Rozprawa ma forme 134-stronicowej monografii, skonstruowanej w sposob typowy dla
opracowan naukowych w pracach eksperymentalnych. Rozdziat Wstgp wprowadza w zagadnienia
poruszane w pracy i przedstawia dotychczasowy stan wiedzy na temat systeméw transdukeji
sygnatu u mykobakterii. Opis roznorodnych systemow transdukcji sygnatu bytby jasniejszy,
gdyby zostal uzupelniony o tabelke podsumowujaca najwazniejsze informacje. We wstgpie
opisana zostata epidemiologia Mycobacterium i mechanizmy dzialania antybiotykdw stosowanych
w leczeniu gruZzlicy oraz opornosci na te leki. Zabraklo jednakze szerszej informacji na temat
zastosowanej we wszystkich etapach pracy bakterii modelowej, Mycobacterium smegmatis. Cel
przedstawia szczegdtowe etapy pracy — tu sformutowanie etapu 5 odbiega od pozostatych, w
zwiazku z czym przekaz tego etapu jest niejasny. Rozdzial Materialy opisuje szczegélo'wo i
poprawnie zastosowane odczynniki, a przede wszystkim wektory plazmidowe wraz z ich opisami.,
schematami i zastosowaniem. Metody stanowia bardzo doktadny opis zastosowanej metodologii,
a zastosowane schematy utatwiaja zrozumienie etapow konstrukcji szczepow. Nalezy podkreslic,
1z zestaw metod uzytych w tej pracy swiadczy o szerokim wykorzystaniu zardwno klasycznych
mikrobiologicznych 1 genetycznych podejéé doswiadezalnych, jak i nowoczesnych technik
wysokoprzepustowych, takich jak analiza macierzy fenotypowych oraz transkryptomika, co
stanowi o znaczeniu 1 wiarygodnosci uzyskanych wynikow. Rozdziat Wyniki przedstawia
poszczegdlne etapy pracy, czemu odpowiada podziat na podrozdziaty. Rezultaty poszczegdlnych
doswiadczen sa zilustrowane wykresami i fotografiami. Wyniki badan wysokoprzepustowych
przedstawione sa w postaci wybranych i przedyskutowanych czynnikow (fenomika) i gendw
(transkryptomika), gdzie zaobserwowane byly najwicksze zmiany. Peilne dane tych analiz
zataczone sg na ptycie CD jako suplement. Rozdziat Wyniki skonstruowany jest jasno i logicznie,

uwzgledniajac uzasadnienia podejmowania kolejnych podejs¢ doswiadczalnych. Jednakze, w
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wielu podrozdziatach zabrakto podsumowania danego etapu pracy, co utatwitoby ptynne przejscie
do nastgpnych czesci pracy. Dyskusja umiejetnie i dojrzale podsumowuje uzyskane wyniki i
przedstawia je na tle wiedzy i hipotez wywodzacych si¢ z badan zaréwno zespotu Prof. Dziadka,
Jak 1 innych osrodkéw naukowych. Rozprawa jest zakoriczona przedstawieniem wnioskéw oraz
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Spis pozycji literaturowych pozwala na
stwierdzenie, iz Doktorantka posiada stosowna i aktualng wiedz¢ w badanej dziedzinie nauki i jest
w stanie krytycznie odnies¢ si¢ do whasnych badan w kontekscie dotychczasowej wiedzy. Praca
zawiera takze wykaz stosowanych skrétéw oraz szczegétowy spis tresci. Rozprawa napisana jest
w zasadzie poprawnym i jasnym jezykiem naukowym, zauwazytam w niej nieliczne wyrazenia
zargonowe: np. str 72 (,,sygnat transferowano na ekran”), nieliczne bledy edytorskie oraz jeden
btad ortograficzny (str 29, trechaloza zamiast trehaloza).

Badany system transdukcji sygnatu sktada si¢ z dwdch komponentéw: kinazy
histydynowej PdtaS oraz biatka regulatorowego PdtaR. Oba te biatka i odpowiadajace im geny
zostaty zidentyfikowane zaréwno u M. fuberculosis jak i M. smegmatis. co umozliwito badania z
wykorzystaniem obydwoch gatunkéw bakterii. Interesujaco, mimo ewolucyjnego konserwowania
tych biatek u pratkéw, wyniki rozprawy wskazuja, iz kinaza PdtaS nie jest niezbedna dla przezycia
bakterii w standardowych warunkach wzrostu, jak réwniez w wybranych warunkach stresowych
(Jak obecnos¢ reaktywnych form tlenu i azotu). Dlatego, uzasadnione byty poszukiwania procesow
metabolicznych, ktére moglyby by¢ kontrolowane przez system Ptda. Cheialam tu zapytaé, czy
zdaniem Doktorantki, jest mozliwe, iz biatko regulatorowe PdtaR jest celem dzialania takze
innej kinazy odbierajacej sygnaly ze Srodowiska? Analiza réznic w fenotypie migdzy szczepem
dzikim 1 mutantem wykazata zmiany w aktywnosci metabolicznej w obecnodci szeregu
antybiotykow; na tej podstawie przeprowadzone zostaty badania wrazliwosci bakterii na te
antybiotyki (z okresleniem minimalnych stezen hamujacych wzrost) oraz przezywalnosci w
obecnosci tych lekow. Przeprowadzone zostaty takze badania transkryptomiczne, ktére wykazaty
zbiezne z obserwowanymi w analizie fenotypowej zmiany w ekspresji gendéw zwiazanych z
opornoscig na antybiotyki, z wirulencja oraz budowa rybosoméw. Zmiany obserwowane byty
takze w aktywnosci tancucha oddechowego. Interesujaco, mutanty pdraS charakteryzowaty sie
zwigkszong wrazliwoscia na antybiotyki aminoglikozydowe oraz zwiekszong opornoscia na
tetracykling. Jako ze celem dziatania tych zwigzkéw sg rybosomy bakteryjne, w rozprawie zostaty

zbadane mozliwosci wptywu systemu Pdta na maszyneri¢ translacyjng. Wykluczone zostato
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oddziatywanie na synteze rybosomalnych RNA, jednakze zaobserwowano zmiany w skladzie
biatek rybosomalnych i proporcji migdzy mata a duza podjednostka rybosomu w szczepach
pozbawionych PdtaS co zostato wykazane jako podstawa zmienionej wrazliwosci na antybiotyki.
Co cickawe, mutanty pdtaS wykazywaly zwiekszona oporno$¢ na izoniazyd, antybiotyk
stosowany powszechnie w terapii gruZlicy. Najprawdopodobniej spowodowane jest to
zmniejszeniem aktywnosci katalazy w szczepie mutanta, bedacej koniecznym elementem
aktywacji izoniazydu — jakie moga by¢ przypuszczalne mechanizmy dzialania systemu PdtaS
w regulacji aktywnosci katalazy?

W pracy skonstruowano wektory dla nadprodukcji biatek PdtaS i PdtaR, przeprowadzono
takze ich oczyszczanie (wykorzystujac znaczniki His i GST). Jednakze, jedyne do$wiadczenie
Jakie przeprowadzone zostatlo z udzialem oczyszczonych bialek to badanie fosforylacji
prowadzonej przez kinaze histydynowa — co oczywiscie byto wartosciowym wynikiem, jednakze
wydawac by sie mogtlo, iz dostgpnos¢ tych biatek pozwoli na znacznie szersze badania w uktadzie
in vitro. Czy takie badania sa planowane?

Efektywna reakcja na zmiany w s$rodowisku u bakterii jest zazwyczaj zwigzana z
uruchomieniem odpowiedzi Sciste]j, bedacej globalna reakcja stresowa bakterii. Pojawia sie zatem
pytanie czy znana lub mozliwa jest rola tej odpowiedzi w modulacji dzialania systeméw
transdukcji sygnalu i na czym ta rola moglaby polegaé.

Biorac pod uwage przedstawione w rozprawie szczegdtowe analizy zmian w metabolizmie
bakterii spowodowanych brakiem funkcjonalnego biatka PDtaS, chcialam zapytaé, jakie,
zdaniem Doktorantki, moze mie¢ znaczenie zwiekszanie opornosci na okreslone antybiotyki
(Jak izoniazyd) obserwowane w mutantach pozbawionych bialtka PdtaS, z ewolucyjnego
punktu widzenia? [ czy spontaniczne pojawienie si¢ takich mutantéw moze zwigksza¢ zagrozenie

nieskutecznosci terapii antybiotykowe;.

Podsumowujac, praca przedstawia wyniki bedace oryginalnym rozwigzaniem istotnego
problemu naukowego, i jak to zazwyczaj w badaniach bywa, stawia kolejne pytania wymagajace
dalszych badan i odpowiedzi. Pani mgr Ambroziak przestawila w swojej rozprawie umiejetnie
poprowadzone badania wyjasniajace role jednego z systemdw transdukeji sygnatu u mykobakterii.
Uzyskane wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat funkcjonowania mechanizméw kontrolujacych

metabolizm pratkdw w odpowiedzi na warunki $rodowiska, co w dalszych badaniach moze



przyczyni¢ sie do lepszego poznania mechanizméw patogenezy mykobakterii oraz utatwié prace
nad nowymi sposobami terapii zakazen M. tuberculosis. Praca zostata wykonana prawidtowo i
wskazuje na umiejetnosci Doktorantki zarowno w postawieniu pytad naukowych w oparciu o
wiedzg teoretyczna, jak i realizacji zaplanowanych celéw pracy. Dlatego, stwierdzam, iz
przedstawiona rozprawa doktorska spetnia wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku (wraz z
pozniejszymi poprawkami i uzupenieniami) o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki, stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopien doktora w dziedzinie
nauk biologicznych. Zwracam sig zatem z wnioskiem do Komisji Uniwersytetu Eddzkiego ds.
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Ambroziak

do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.






