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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Klementyny Julii Marciniak pt.: ,,Identyfikacja regulatorowych RNA w metycylinoopornym
szezepie Staphyloccocus aureus (MRSA) z wykorzystaniem wysokoprzepustowego
sekwencjonowania ( Term-seq)”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem pani prof. ICHB PAN,
dr hab. Kamilli Grzywacz, a zrealizowana w Zakladzie Transkryptomiki Funkcjonalnej, Instytutu
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.

Tematyka badan koncentruje si¢ wokét ryboprzetacznikéw, jako mechanizmow regulatorowych
wykorzystywanych przez metycylinooporny szczep gronkowca zlocistego Staphylococcus aureus
MSRA do nabycia opornosci na wankomycyng.

Realizacja badan wymagata od autorki wykonania wielu eksperymentow, rozpoczynajac od tych
najbardziej podstawowych, wymaganych do scharakteryzowania szczepu MRSA. Tak wigc,
doktorantka wyznaczyla minimalne stgzenie inhibujace wankomycyny oraz wyznaczyla krzywa
wzrostu i opisata aktywnoé¢ metaboliczng i translacyjng bakterii hodowanych w obecnosci antybiotyku
o roznych stgzeniach, w pordwnaniu do warunkéw kontrolnych. Warto podkresli¢, ze uzyskane dane
korelowaly z obserwacjami innych grup badawczych, cytowanych w dyskusji. Z kolei, etap pracy
doktorskiej dotyczacy identyfikacji ryboprzetacznikéw doktorantka rozpoczeta od poszukiwania
optymalnej metody izolacji dobrej jakosci RNA; w tym celu przetestowata 10 réznych metod izolacji.
Nastepnie, przygotowata biblioteki cDNA do sekwencjonowania metoda Term-seq, ktorej wybor
dobrze uzasadnita. Analiza danych wysokoprzepustowego sekwencjonowania wylonifa 7 kandydatow
na ryboprzetaczniki. Doktorantka przedstawita ich potencjalne struktury drugorzgdowe oraz
przeprowadzita szeroka charakerystyke genow znajdujacych si¢ pod ich kontrola. Analizy te pozwolity
jej zaproponowaé kaskade zdarzef molekularnych zachodzacych w komérkach gronkowca zlocistego
w trakcie procesu uzyskiwania opornosci na wankomycyng. W dalszej czesci pracy, autorka
przeprowadzita  weryfikacje  biochemiczng  aktywnosci wytypowanych  ryboprzelacznikow,
wykorzystujac wezeéniej opracowang w Zaktadzie metode¢ PTT-quant. Nastepnie, doktorantka
przeanalizowata aktywno$¢ regulatorowa 4 z nich wykonujac ilosciowy pomiar transkryptow
skroconych metodg ddPCR. Tym samym, potwierdzita mozliwos¢ zajscia zdarzen przedwczesnej
terminacji transkrypcji indukowanej ryboprzetacznikiem w obecnosei antybiotyku. Niewatpliwie,
niniejsza prace wzbogacityby badania podjete w celu wskazania liganda/metabolitu  dla
wyselekcjonowanych ryboprzetgcznikow, na to jednak prawdopodobnie nie wystarczylo czasu, z uwagi
na ograniczone ramy czasowe przeznaczone na realizacje pracy doktorskiej.

Badania doktorantki niewatpliwie maja duza warto$¢ naukowa, a uzyskane wyniki sg spojne z
doniesieniami literaturowymi innych grup badawczych. Starannie wyselekcjonowane ryboprzetgczniki
moga byé potencjalnie zaangazowane w regulacjg specyficznych gendéw w wyniku stresu
antybiotykowego i tym samym stuzy¢ bakteriom jako jeden z mechanizméw nabywania opornoéci na
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wankomycyng. W przysztoéci moga wigc zosta¢ wykorzystane jako cele w antybiotykopterapii, aby
zahamowac procesy opornosciowe metycylinoopornego szczepu gronkowca ztocistego Staphylococcus
aureus MRSA.,

Rozprawa doktorska zostalta wykonana w ramach projektu Interdyscyplinarne Studia
Doktoranckie ,NanoBioTech”. Z zyciorysu naukowego dowiadujemy sie, ze mgr Klementyna
Marciniak jest wspotautorka jednej publikacji naukowej, to jest pracy przegladowej opublikowanej w
Int. J. Mol. Sci., oraz przedstawiala na posterze wyniki swoich badan podczas jednej konferencji
naukowej. W trakcie studiow doktoranckich udzielata si¢ w popularyzowaniu nauki, czynnie
uczestniczac w wydarzeniach, takich jak: Noc Biologdw, Noc Naukowcdw czy Poznanski Festiwal
Nauki i Sztuki. W roku 2020, postanowieniem Prezydenta Rzeczypospolitej Polskiej, Pani mgr
Klementyna Marciniak otrzymata brazowy krzyz zashugi za dziatalno$¢ naukowo-badawcza.

Pod katem formalnym uklad pracy odzwierciedla typowy uklad prac doktorskich. Na poczatku
znajdujemy streszczenie pracy doktorskiej. Nastepnie, we ,,Wstepie” zapoznajemy sie z charakterystyka
szcezepu Staphylococcus aureus o obnizonej opornosci na wankomycyne i roznymi mechanizmami
wykorzystywanymi przez te bakterie do nabywania opornosci antybiotykowej. W dalszej czgsci opisane
sq struktury drugorzedowych RNA wystepujacych u bakterii i ich znaczenie w regulacji transkrypcji i
ekspresji gendéw, z uwzglednieniem ryboprzetacznikow i atenuatoréw (tu przydalby sie rysunek). W
kolejnych czesciach zapoznajemy sig¢ z ,,Celem pracy”, potem wymienione sa ,,Materialy” i opisane
~Metody”. Rozdziat ,,Wyniki” przepleciony jest ,,Dyskusjg” naukowa na temat ich poszczegdlnych
czesci. To dosy¢ nietypowa forma przedstawienia wynikow i dyskusji, ale uwazam, ze jest doskonalym
rozwigzaniem w przypadku, gry rozwazaniom poddaje si¢ kilka odbiegajacych tematycznie $ciezek
badawczych. Warto podkresli¢, ze ta czg$¢ rozprawy jest przygotowana w sposob rzetelny i
wyczerpujacy, ciekawy i dojrzaty naukowo.

Niestety, musze podkresli¢, ze cata rozprawa przygotowana jest w sposob nieco niestaranny, pod
katem interpunkcji, jezyka i stylu. Irytujgcy brak stosowania przecinkdéw lub stawiania ich w
niewlasciwym miejscu, dosy¢ liczne literowki, powtarzajace si¢ wyrazy, potknigcia stylistyczne czy
koszmary” zdaniowe pozostate prawdopodobnie po kolejnych poprawkach, typu: ,.Badania, ktory
nowe $wiatlo bylo potwierdzenie skutecznosci dziatania™ (str. 37). Takie bledy powinny zostaé
wylapane podczas uwaznego przeczytania koncowej wersji pracy. Tak duzo bledéw nie powinno
wystepowa¢ w pracy dyplomowej rangi pracy doktorskiej. Ponadto, nazwy gendw niepisane kursywa,
stosowanie pewnych skrotéw myslowych, np.: ,,czasteczki powracaja do stanu rownowagi sprzed” (str.
23), uzywanie dziwnych sformutowan, typu: ,kolejkowanie dotyczy wielu rybosomdw™ (str. 34);
»mechanizm jest speiniany” zamiast ,mechanizm polega na”; ,,... poskutkowato obserwacja” zamiast
»---Wykazato” czy ,,zaobserwowatam”; ,rozkfad (rG4) jest szczegolny dla poszczegdinych gatunkow™
(str. 34) zamiast ,,rozklad jest specyficzny”; ,,motyw lodyzki i petelki” - chyba raczej ..trzonu i petli”.
Sa tez zdania zbyt diugie, np.: ,,Fosforylowana bglG nie jest zdolna do wigzania rybonukleinowych
miejsc antyterminatorowych w powstajacym RNA, gdzie wiadomo, ze blokuje tworzenie wewnetrznych
terminatorow, ktore inaczej bylyby obecne w operonie, poprzez stabilizacje kompetycyjng struktury
drugorzedowej” — po przeczytaniu ktérych czytelnik gubi gidéwna mysl. Z innych, drobniejszych
potknieé, zauwazytam, miedzy innymi, brak obcigzacza RNA w spisie materiatéw, brak rozwiniecia
skrotu ,,zwigzek PC1”, natomiast skréty PBP i ORF pojawiaja si¢ w tekscie kilkakrotnie wezesniej,
zanim wreszcie zostang wyjasnione. Wedhug wykazu skrotow, RT to odwrotna transkrypcja, natomiast
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w Tabeli 6, skrot RT oznacza temperature otoczenia (w zasadzie powinna to by¢ temperatura pokojowa,
od ang. room temperature). Na Fig. 3, najpierw przedstawiony jest mechanizm dopasowania
indukowanego a potem opisana selekcja konformacyjna, w tekscie natomiast mechanizmy te opisane sa
w odwrotnej kolejnosci. Rozktad kolumn Tabeli 9 moglby by¢ lepiej rozplanowany, aby poprawniej
przenosi¢ wyrazy. Dosy¢ mylace byto dla mnie uzywanie w tekscie ,, Wynikéw” i ,.Dyskusji”, czy Tabeli
111 12, naprzemiennie nazwy raz produktu genu, raz nazwy samego genu a jeszcze gdzie indziej nazwy
roboczej ryboprzetacznika, podczas gdy nazwy te sa zupetnie inne, i trudno je ze soba skojarzy¢. Dla
mnie jako nieobytego w tym nazewnictwie czytelnika, takie przeskakiwanie wprowadzito nie lada
zamieszanie. Ponadto, mam wrazenie, ze lokalizacja ryboprzetacznika DT albo wspotrzedne genowe w
Tabeli 9 s btednie podane.

Sa tez powazniejsze bledy. Na stronie 35 znajdujemy informacje, ze ,,obecnos¢ glukozamino-6-
fosforanu wzmaga aktywnos$¢ rybozymu znajdujgcego sie regionie 5’UTR genu kodujacego wiasnie
glukozamino-6-fosforan”, kiedy chodzi o gen syntazy glukozamino-6-fosforanu. Glukozamino-6-
fosforan to przeciez tylko zmodyfikowana czgsteczka glukozy, nie biatkowy produkt ekspresji genu. Po
ekstrakcji fenol:chloroform, na granicy faz znajduje si¢ warstwa DNA, biatek i lipidéw, a nie
»~charakterystyczna warstwa posrednia™, jak napisata doktorantka.

Mimo niedociagnieé¢ jezykowych, naukowa wartos¢ niniejszej rozprawy pozostaje wysoka i
bardzo cenie czes$¢, w ktore] mgr Klementyna Marciniak opisuje uzyskane wyniki i dyskusje nad nimi.
Nie tylko z uwagi na trafng konstrukcje, ale zwlaszcza na jej jakos¢. Ta czgéc pracy jest napisana
rzetelnie, poparta licznymi publikacjami naukowymi. Autorka analizuje kazdy wynik pod réznym
katem. Wnioski sa sformulowane poprawnie, a uzyskane wyniki stanowia wyczerpujacy materiat do
dalszych badan, ktérych zwieficzeniem bedzie wartosciowa publikacja. Wlasciwie nie mam do czesei
wiekszych uwag krytycznych, poza kilkoma spostrzezeniami:

Mam wrazenie, ze niektore dane podane na rysunku 12, sa zle oszacowane, logarytmiczna faza
wzrostu.dla hodowli bakterii S. awreus po podaniu 1,5 mg/L wankomycyny zaczyna si¢ wedlug mnie
wczesniej, niz po 746 min. Nie do konca zgadzam si¢ rowniez z interpertacjg wynikéw eksperymentu
analizy polisomow. Czy doktorantka nie ma wrazenia, ze frakcja polisomow jest wyzsza dla hodowli
po podaniu 2 mg/L wankomycyny w poréwnaniu do innych préb (Rys. 14)? Mam rowniez watpliwosci
co do stwierdzenia ze strony 73, dotyczacego Rys. 15: ,,Obserwowalng tendencja jest réwniez wzrost
udziatu rybosoméw 100S w stosunku do pozostatych frakcji w danym warunku po wprowadzeniu do
hodowli wankomycyny”. Czy nie powinno by¢: ,,Obserwowalna tendencija jest rowniez wzrost udziatu
rybosoméw 100S w hodowli po podaniu 0.5 mg/L, 1 mg/L i 1,5 mg/L wankomycyny w stosunku do
frakcji kontrolnej”™? Z kolei, wyjasnienie niskiej wartosci dla poziomu aktywnosci translacyjnej w
hodowlach z wankomycyna o stezeniu 0,5 mg/L i 2 mg/L spowolnieniem metabolicznym niezbgednym
do wprowadzenia zmian adaptacyjnych, wydaje mi si¢ zasadne takze i dla pozostatych hodowli, gdzie
réwniez obserwujemy spadek w poréwnaniu do hodowli kontrolnej 0 mg/L (Rys. 16). Uzyte w tej czesci
sformutowanie ,,Przy stezeniu wankomycyny 0,5 mg/L. jako pierwotnej reakcji na pojawienia sig¢
czynnika stresowego” jest moim zdaniem nieuprawnione, bo w kazdej innej hodowli czynnik stresowy
byt ,.pierwotny”, czy to byla wankomycyna o stezeniu 0,5 mg/L, 1 mg/L, 1,5 mg/L czy 2 mg/L. Przeciez
doktorantka nie podnosita stopniowo stg¢zenia wankomycyny w jednej hodowli, tylko do kazdej
podawata jednorazowo wankomycyng o réznym stezeniu. Dlaczego wigc komdrka miataby reagowad
tylko na najnizsze stezenie i tylko na najwyzsze, a na posrednie juz nie?

W trakcie czytania nasunely mi sie rowniez dwie inne kwestie i chciatabym poznaé opinie
doktorantki na ich temat, mianowicie:
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1.  Narysunkach 21-33 podano struktury drugorzedowe wytypowanych ryboprzetacznikow. Czy sa
one zgodne z regutami struktur przypisanymi ryboprzetacznikom? Jakie to reguly? Na stronie 26
znalazlam informacje tylko o tym, ze wymagana jest obecnos¢ ciggu nukleotyddw uracylu na koncu 3°
wygenerowanego motywu. Ponadto, przyjmujgc, ze ze wzgledu na ich funkcje, sekwencje
potencjalnych ryboprzetacznikéw powinny tworzy¢ dwa uklady, czy jest mozliwe wygenerowanie
drugiej struktury bez znajomoscei liganda? Czy mozna o niej wnioskowaé na podstawie kryterium
wystepowania ortologéw, o ktérym tez autorka wspomina? Przy okazji, czy autorka znalazta ortologi
dla wytypowanych przez nia ryboprzetacznikow?

2. W pracy zabraklo mi troche perspektyw badawczych. Cheiatlabym si¢ dowiedzie¢, co zdaniem
doktorantki, mogloby stanowi¢ ligand/metabolit dla  wyselekcjonowanych przez nia
ryboprzetacznikow? Jakie metody badawcze zaproponowataby, aby taki ligand znaleZé a potem
potwierdzi¢ swoje predykcje? Jakie metody badawcze zaproponowataby, aby opisa¢ strukture
drugorzedowa ryboprzelgcznikdw po zwigzaniu liganda?

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pani mgr Marty Klementyny Julii Marciniak uwazam za
warto$ciowa naukowo i przeczytalam ja z duzym zainteresowaniem. Badania naukowe doktorantki
niewatpliwie dostarczaja nowej wiedzy na temat ryboprzetacznikow, a scislej metod ich identyfikacji,
weryfikacji i mechanizmu dzialania, co czyni je potencjalnymi celami molekularnymi w alternatywnych
terapiach przeciwdrobnoustrojowych. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018 r.
poz.1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania
stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB
PAN nr 56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Klementyny Julii Marciniak do dalszych etapow postgpowania o
nadanie stopnia doktora.
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