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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Klementyny Marciniak
pt:,, Identyfikacja regulatorowych RNA w metycylinoopornym szczepie
Staphyloccocus aureus (MRSA) z wykorzystaniem wysokoprzepustowego
sekwencjonowania (Term-seq)”

zrealizowanej w Zakladzie Transkryptomiki Funkcjonalnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN pod kierunkiem dr hab. Kamilli Grzywacz, prof. ICHB PAN
w ramach projektu Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie ,,NanoBioTech”
wspolfinansowanego przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu Spolecznego
w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj 2014 —2020.

Podstawa wykonania niniejszej recenzji jest pismo z dnia 2 pazdziernika 2023 r.
wystosowane przez Sekretarza Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN

dr Joanne¢ Banasiak.

I. Ocena tematyki pracy

Szacuje sie, ze w przewazajacej liczbie panstw wysokorozwinigtych produkcja
zwierzeca pochlania wigkszo$¢ krajowej konsumpcji antybiotykow, mowi sig
o 80%, z czego znaczng cze$¢ stanowia preparaty istotne z medycznego punktu
widzenia dla cztowieka. Obecno$¢ ich pozostalosci w zywnosci oraz ich
rozprzestrzenianie si¢ w $rodowisku w wyniku proceséw produkcyjnych oraz
hodowli zwierzecej. niesie za sobg negatywne nastgpstwa zdrowotne, a posrednio

takze ekonomiczne dla cztowieka.



Przedstawiona do oceny rozprawa dotyczy waznego problemu poszukiwania
nowych metod i rozwigzan lezacych u podstaw poznania mechanizmow
funkcjonowania komorki, odpowiedzialnych za ujawnianie sie antybiotykoodpornosci.
Mechanizmy te, w konsekwencji doprowadzi¢ mogg do opracowania alternatywnych
terapii antybiotykowych. Zakazenia bedace wynikiem zainfekowania przez oporne na
antybiotyki bakterie stanowig na chwile obecng jedno z najniebezpieczniejszych
zagrozen dla zdrowia, a zatem ogromne wyzwanie dla wspolczesnej medycyny.
Opublikowana w ubieglym roku praca w ,,The Lancet Infectious Diseases”, pokazata
niepokojace dane. W 2019r. z powodu zakazen powiagzanych z wieloopornymi
szczepami zmarto na $wiecie okoto 5 mln 0séb, z czego 1,27 mln z powodu zakazen
wywolanych przez bakterie oporne na wszystkie dostgpne antybiotyki. Zaroéwno
WHO, jak i Komisja FEuropejska uznaly walke z rozprzestrzeniajaca si¢
antybiotykoopornoscig za dzialania priorytetowe. Znajduje si¢ ona na liScie
10 najwazniejszych zadan WHO, natomiast Komisja Europejska umiescita problem
antybiotykoopornosci wsrdod trzech najwazniejszych do rozwigzania problemow.
W ostatnich latach obie te organizacje postrzegaly zjawisko antybiotykoopornosci
szerzej, umieszczajac je w strategii ,.Jedno Zdrowie”, czyli koncepcji zwracajacej
uwage na wspoltzaleznosci pomiedzy zdrowiem ludzi, zwierzat i stanem Srodowiska
naturalnego.

Praca doktorska mgr inz. Klementyny Marciniak doskonale wpisuje sig
w najnowsze trendy w obszarze stosowania alternatywnych metod leczenia
i modyfikacji strukturalnie juz istniejacych zwigzkéw bakteriobojczych zamiast
projektowania nowych antybiotykéw. Tym samym ukazuje potrzebe odkrywania
i rozpoznawania nowych mechanizméw bakteryjnych w antybiotykoterapii.
Mechanizmy regulatorowe RNA jako zlozona sie¢ powigzan umozliwia projektowanie
wielu wariantow skutecznej inhibicji ekspresji genow warunkujacych lekoopornosé.
Potencjal ryboprzelgcznikow jako nowych rozwigzan w antybiotykoterapii jest
szczegolny ze wzgledu na fakt, udokumentowanego kontrolowania genéw zwiazanych
z opornoscig oraz mozliwoscia indukcji niskoczagsteczkowymi metabolitami.

W przedstawionej pracy zidentyfikowanych zostato siedem potencjalnych
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ryboprzetgcznikow, ktorych aktywnosé obserwowalna jest w trakcie adaptacji komorki

do stresu wywolanego dziataniem wankomycyny.

II. Ocena formalna

Rozprawa nie ma typowego charakteru dla dysertacji doktorskich, z ktérymi do
tej pory mialam okazj¢ si¢ zapoznac i stanowi obszerne opracowanie obejmujace
148 stron, ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Rozdzial 2. zatytulowany “Wstep™, jest 36-stronnicowym przegladem literatury

podzielonym na trzy czgsci. Podrozdziat 2.1.dotyczy charakterystyki Staphylococcus
aureus MRSA, podr.2.2. opisuje struktur¢ drugorzedowg RNA w kontroli ekspresji
genOwW u bakterii, a podr. 2.3. przedstawia ryboprzetaczniki jako cele
w antybiotykoterapii.

Rozdzial 3, zatytulowany ..Cel i uzasadnienia podjetej tematyki pracy”.
Pierwsze zdanie tego rozdzialu cyt.: ,, Za cel pracy obratam dwa szczegétowe zadania
badawcze” w mojej ocenie wymaga przeredagowania na .,.Cel pracy osiggnieto
poprzez realizacje dwoch szczegolowych zadan badawczych:.... ™, a cel powinien
zosta¢ wyodrebniony i wyraznie wskazany.

Autorka, moze nie bezposrednio, ale sformulowala cel szczegélowy pracy
w rozdziale 3 zatytulowanym ..Cel i uzasadnienie podjetej tematyki pracy”. Jest
to ostatnie zdanie, na str. 40 cyt.:. ”...Ocena, ktore elementy regulatorowe
w komorce stanowig potencjalne cele dla alternatywnych terapii
antybiotykowych” oraz wczesniej na str. 38 — ostatni akapit, rowniez nie
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bezposrednio, ale wskazata cel ogélny pracy a mianowicie cyt.: ”...Poznanie
mechanizmow lezacych u podstaw ujawniania si¢ antybiotykoopornosci.”
W pracy brakuje wyraznie sformutowanej hipotezy badz hipotez badawczych,
co Autorka czgsciowo rekompensuje krotkim, ostatnim akapitem w rozdziale trzecim.
Rozdzial 4 . omawia zastosowang metodyke.

Rozdzial 5. szczegdétowo opisuje wyniki uzyskane w wyniku prac

eksperymentalnych oraz przedstawia dyskusje do czesci doswiadczalnej. Sktada sig
az z 61 stron.

Rozdzial 6 to podsumowanie bez wyodrgbnionych wnioskow.



Rozdzial 7, zawiera wykaz skrotow,

Rozdzial 8, to spis tabel, rysunkow 1 rownan,

Ponadto w pracy zawarte sg referencje zawierajace 187 pozycji wylgcznie
anglojezycznych i zalaczony na koficu dorobek naukowy. Literatura naukowa
z ostatnich 5-7 lat stanowi okoto 21 % (40 poz.).

Podsumowujgc 0golng charakterystyke pracy, stwierdzam ze oceniana praca ma

charakter doswiadczalny i miesci si¢ w rozpatrywanej dyscyplinie.

Ocena merytoryczna pracy

W omawianej rozprawie Autorka przedstawita dwa szczegdlowe zadania
badawcze. Po pierwsze scharakteryzowanie indukowanych w odpowiedzi na stres
antybiotykowy zmian w aktywnosci transkrypcyjnej, translacyjnej oraz regulatorowe;
opornego na metycyling szczepu gronkowca ztocistego Staphylococus aureus MRSA.
Drugim wyszczegolnionym zadaniem badawczym byla identyfikacja kluczowych
komponentow sieci regulatorowej RNA, takich jak ryboprzelaczniki, o wysokim
potencjale terapeutycznym w kontekscie antybiotykoterapii MRSA.

Recenzowana praca jest ciekawg i skuteczng proba wgladu w mechanizmy
regulatorowe zalezne od RNA poprzez identyfikacje kluczowych komponentow sieci
regulatorowej RNA - ryboprzetacznikow u Staphylococcus aureus (MRSA) w trakcie
stresu antybiotykowego wankomycyng. W tym celu Autorka wyznaczyla stezenie
wankomycyny, przy ktorym zachodza zauwazalne procesy adaptacyjne, a nast¢pnie
wykonata sekwencjonowanie nowej generacji metoda Term-seq. Sekwencjonowanie
to ma swoje szczegdlne uzasadnienie w tym przypadku, z punktu widzenia analizy
mechanizméw regulatorowych opartych o zdarzenia terminacji transkrypcji. Dzigki
etapowi ligacji adaptoréw do wszystkich naturalnych koncéw 3° mRNA mozliwe jest
oznaczenie transkryptow pelnej dlugosci oraz skréconych, powstaltych w wyniku
dziatania ryboprzetacznikéw. Doktorantka przeprowadzita analize poréwnawcza
uzyskanego obrazu transkryptomu pochodzacego z hodowli kontrolnej MRSA oraz
z hodowli z wankomycyng o stezeniu 2 mg/l. Nastepnie Autorka wyselekcjonowata
siedem kandydatow na ryboprzelaczniki na podstawie réznic dtugosci transkryptow

mapujacych do regionéow 5°UTR. Dla kazdego sposréd wybranych regulatorow
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dokonata predykcji struktury drugorzedowej dla potwierdzenia istotnosci obserwacji
oraz przeanalizowala funkcje genow znajdujacych sig pod ich kontrola. Doktorantka
zidentyfikowala aktywnos¢ potencjalnych ryboprzelacznikéw, w trakcie stresu
adaptacyjnego do wankomycyny, modulujacych ekspresja: transportera ABC, bialka
wigzacego ATP ( SAOUHSC 00167), cukrowego transportera ABC, biatka wigzacego
ATP  (SAOUHSC 00175), podjednostki D kompleksu antyporterowego
(SAOUHSC 00886), kinazy  homoseryny (SAOUHSC _01322), komponentu
pierwszego syntazy kwasu antranilowego (SAOUHSC 01366), dwufunkcyjnej
autolizyny ~ (SAOUHSC 02023)  oraz transferazy  dimetyloadenozynowej
(SAOUHSC_00464). Autorka wskazata, ze zgodnie z najnowsza wiedza wszystkie
wskazane geny uczestnicza w powstawaniu fenotypu wykazujacego obnizona
wrazliwos¢ na wankomycyne.

W drugim etapie prac Autorka przeprowadzita weryfikacje biochemiczng dla
wskazanych danych przez zastosowanie metody PTT-quant. Podejscie to jest
skierowane na analize aktywnosci transkrypcyjnej genow potencjalnie regulowanych
przez ryboprzelaczniki, dzigki umozliwieniu bezwzglednego okreslenia stezen
transkryptow skroconych, jak i pelnej dtugosci. Po zastosowaniu metody PTT-quant,
dla czterech sposrod siedmiu wylonionych kandydatow na ryboprzetgczniki
Doktorantka potwierdzita dziatanie ryboprzelacznikéw w warunkach stresu
wankomycyng.  Wspolczynnik  indukcji  potencjalnych  ryboprzelacznikow
znajdujgcych si¢ w 5’UTR mRNA stanowit kolejno: 2,01 dla transportera ABC, biatka
wigzacego ATP (SAOUHSC _00167); 1,09 dla podjednostki D kompleksu
antyporterowego (SAOUHSC 00886); 3,18 dla  kinazy = homoseryny
(SAOUHSC _01322) oraz 2,06 dla transferazy  dimetyloadenozynowej
(SAOUHSC_00464). Przeprowadzone badania potwierdzaja zasadnos¢ podjecia
dalszych dzialan majacych na celu wykorzystanie wskazanych mechanizmow
regulatorowych jako nowych drég w kierunku opracowywania alternatywnych terapii
antybiotykowych.

Szkoda, ze Autorka rozprawy nie zamiescila obszerniejszego podsumowania
1 nie sformutowata wnioskow z przeprowadzonych badan, ktére moglyby podkresli¢

elementy nowosci naukowej i perspektywe wykorzystania uzyskanych wynikow.



Licze na ich zaprezentowanie podczas publicznej obrony, gdyz W podsumowaniu
mozna wyodrebni¢ od czterech do szesciu wnioskow, w zaleznosci od przyjetego
poziomu uszczegoOlowienia.

Silng strona pracy jest wnikliwa dyskusja wynikow obejmujaca proby
interpretacji przyczynowo-skutkowej oraz nawigzanie do danych literaturowych
niestety niekiedy do$¢ odlegtych czasowo od 13 do 28 lat a nawet starszych. Pozycje z
ostatnich 5 do 7 lat stanowia zaledwie 21%. Majac na uwadze duzg liczbe prac
naukowych zacytowanych z podjgtego zakresu badawczego, nalezy stwierdzi¢ jednak,
ze dobor bibliografii jest odpowiedni i stanowi dobrg podstawe dla dokonania
wszechstronnego przegladu literaturowego. Doktorantka zastosowala nowoczesne
techniki analityczne w postaci m.in. sekwencjonowania Term-seq, coO $wiadcezy o Jej

bogatym warsztacie analitycznym.

Ogolna ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Klementyny Marciniak jest
dobra. Praca obejmuje szeroki zakres wykonanych doswiadczen i zawiera duza ilos¢
materiatu faktograficznego. Wprawdzie napisana jest w sposob niekonwencjonalny,
ale za to przemyslany. Nalezy podkresli¢, ze praca wykonana jest poprawnie pod
wzgledem formalnym, stylistycznym i jezykowym oraz nie budzi zastrzezen natury
naukowej. Na uwage zastuguje styl jezyka polskiego. Autorka lubi ubogaca¢ jezyk
czesto zaskakujacymi zamiennikami, ktore nie goszcza na co dzien w nomenklaturze
naukowej z prezentowanego obszaru nauki jak np.: sekwertowac czyli zwiazywac,

wylapywaé substancje w $rodowisku przez inng substancje, czy ubikwistycznymi —

czytaj o matych wymaganiach pod wzgledem warunkéw naturalnych. Nie jest to
zarzut lecz jedynie spostrzezenie, ze oprocz zawitosci badan molekularnych Autorke
interesuja zawitosci lingwistyczne.

Sama redakcja pracy, by¢ moze z uwagi na krotki czas przygotowania

manuskryptu wymaga dopracowania.

Lektura Kkolejnych rozdzialow rozprawy doktorskiej mgr inz. Klementyny
Marciniak obok pozytywnej oceny nasuwa nastepujace uwagi:
Autorka w pracy popetnita do$¢ duzo btedoéw stylistycznych, edytorskich np.

nie wyeliminowala dos$¢ licznych powtorzen np. na str. 5 —,.spis tresci”, str. 15 —



Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Wojska Polskiego 28

60-637 Poznan

tel. +48 61 848 70 01

e-mail: rektorat@up.poznan.pl

uzycie 2x ,.opornych”, btedow interpunkcyjnych — np. na str. 17. Czesto w sposdb
nieuzasadniony uzywa wielkich liter np. na str.7, 126 itd. Na str. 8 - brak orzeczenia
W zdaniu. Niefortunnie sg zastosowane niektére spersonalizowane okreslenia jak np.
»geny uwiklane s3”; str. 29 ostatni akapit: cyt.:” Analogiczny model dziatania do
ryboprzetacznikami dzielg atenuatory.”? - niepoprawny styl.

Zbgdny moim zdaniem na poziomie rozprawy naukowej na stopien doktora jest
wykaz stosowanych skrétow, ktore mozna napisa¢ w pelnej nazwie przy pierwszym
przywolaniu w tekscie. Zbedne i nie wnoszace zadnej wartosci dodanej sg zdjecia str.
64165 (rys. 9,101 11).

Tabela nr 6 niewlasciwie podpisana. Stabej jakosci sa zdjecia rozdziatu
elektroforetycznego (rys.7 i 8).

Opis tabel niejednorodny - raz na gorze tabeli raz pod tabelami np. tab.1, 2, 7
18 itd. str. 21, 41, 66 1 67.

W rozdz. 4 Materialy i metody. Brak informacji w jakich warunkach pod
wzgledem bezpieczenstwa mikrobiologicznego prowadzone byly prace laboratoryjne
z hodowlami Staphylococcus aureus (MRSA). Jaki poziom bezpieczenstwa
reprezentuje laboratorium, w ktérym prowadzono badania z lekoopornym szczepem?
Brakuje informacji z jakiej kolekcji pochodzi badany szczep. W rozdziale czwartym
niepotrzebnie jest dodany i wyodrebniony podrozdziat ,aparatura”. Przedstawianie
wykazu uzytych odczynnikow uwazam za zb¢dne w dysertacji doktorskiej.

W podrozdz. 4.5.1 Warunki hodowli Staphylococcus aureus — pierwsze zdanie
na str. 45 jest do przeredagowania na ,hodowle prowadzono w nastepujacych
warunkach...”

Sktad podtoza str. 48. Skiad podtoza statego do wyznania MIC (1 [): Bulion

Muellera-Hintona (MHA) (1 1): kwasny hydrolizat kazeiny (17,5 g), ekstrakt wotowy
(2 g), skrobia (1,5 g), agar (10 g), wankomycyna przeredagowa¢ na: Podloze

Muellera-Hintona (MHA stanowit bulion o nastepujacym sktadzie:

Pkt. 4.5.5 podpkt. Hodowla ptynna ,Po tym czasie przeniesiono pojedynczq
koloni¢ do pozywki ptynnej (MHA) o objetosci 20 ml zawierajgcej odpowiednie
stezenie wankomycyny.” Nie powinno si¢ zaszczepia¢ bezposrednio hodowli ptynnych

z wankomycyng koloniami wyrostymi na podltozach redukcyjnych, gdyz zastosowane



w ten sposob inokulum dla kazdego przypadku jest inne. Mikroorganizmy powinny
sostaé namnozone w hodowli ptynnej i nastgpnie zostaé uzyte jako identyczne
inokulum do zaszczepienia poszczegdlnych hodowli z wankomycyng.

W podrozdz. 4.5.6 Wyznaczenie krzywej wzrostu Staphylococcus aureus MRSA.
Zdanie: “Wyznaczanie krzywej wzrostu rozpoczglo od prowadzenia hodowli

bakteryjnej jak w punkcie 4.5.1.” - powinno zostac przeredagowane.
Zdanie na str 57: "W przypadku lekoopornego szczepu gronkowca ztocistego

jest to szczegdlnie wymagajace wyzwanie ze wzgledu na specyfike morfologiczng

budowy”.. Prosze wyjas$ni¢, co Autorka rozumie przez specyfike morfologiczna

budowy.
Tabela 6 na str. 60 - brak statystyki, wszystko w jednym powtérzeniu. Czy do

wszystkich wariantéw zastosowano ta samg hodowlg pod wzgledem liczby komorek.?

Na str. 69 Zadnie: ~ Z analizy statystycznej otrzymanych wartosci
przezywalnosci wynika, ze roinice w przezywalnosci hodowli S. aureus MRSA w
zréznicowanym stezeniu antybiotyku wankomycyny w przedziale 0 — 2 mg/l nie sq

istotne _statystycznie. W pracy brakuje informacji o zastosowanej metodzie

statystyczne;j.

Czas trwania hodowli dla wyznaczenia minimalnego stgzenia inhibujacego dla
S. aureus MRSA w hodowli z wankomycyng powinien zosta¢ podany precyzyjnie w
godzinach, a nie w przyblizeniu stosujac okreslenie “po catonocnej inkubacji’.
Dlaczego Autorka zroznicowala st¢zenia wankomycyny zastosowane w posiewach
redukcyjnych dla hodowli na podtozach statych i dla hodowli ptynnych. W jakim celu
zastosowano az 14 réznych stezen w hodowlach ptynnych i 16 stezen w hodowlach
statych? Stezenie wankomycyny 0,0 mg/l dla hodowli na podtozach statych powinno
zosta¢ usunigte i zastgpione opisem probka kontrolna bez dodatku antybiotyku.
Dlaczego nie uwzgledniono hodowli ptynnej bez dodatku antybiotyku?

Korekty/uzupelnienia wymaga zapis na str. 54 .,....przy pomocy elektroforezy
kapilarnej na aparacie Agilent 2100 Bioanalyzer.”

Korekty wymaga forma prezentacji referencji. W spisie literatury Autorka raz
podaje skrot nazwy czasopisma jak np. przy pozycjach literaturowych: 26, 29, 51, 169,
173, a w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw, wymienionych referencji

literaturowych, podaje pelne nazwy cytowanych czasopism. Data wydania zrddia
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literaturowego raz jest na koncu jak np. poz. 164, 171, 172, 181, a innym razem przed
numerami stron wymienionymi na koncu jak np. w poz.162, 169, 170 itp.

Rozdzial podsumowanie uwazam za potrzebny jednak nie wyczerpuje on w
petni swego zadania. Autorka na wstepie wskazuje najwieksze dokonania swoich
badan, ktore notabene znakomicie mozna byloby uja¢ w szesciu wnioskach. Nastepnie
przechodzi w ostatnim akapicie podsumowania do proby przedyskutowana swoich
osiggnig¢ badawczych na tle dotychczasowej wiedzy literaturowej. W moim odczuciu
fragment ten jest napisany powierzchownie i w sposob mato poglebiony, dlatego
sugerowatabym jego rozbudowanie o szersza dyskusj¢ w celu chociazby weryfikacji
potencjalu  terapeutycznego  siedmiu zidentyfikowanych  ryboprzelacznikow

w odniesieniu do danych literaturowych.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze
teoretyczng kandydatki oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
w dyscyplinie nauki biologiczne. Jej przedmiot stanowi oryginalne rozwiazanie
naukowe swiadczace o doskonalym przygotowaniu merytorycznym i warsztatowym
mgr inz. Klementyny Marciniak. Rzeczowe okreslenie problemu badawczego,
sprecyzowanie metodologii badan oraz doskonata ich organizacja pozwolita na
uzyskanie wielu oryginalnych wynikow naukowych zaréwno o charakterze
poznawczym jak i aplikacyjnym. Rozprawa opiera si¢ na dobrze dobranym materiale
zrédlowym zwigzanym z tematyka pracy. Biorac pod uwage wartos¢ naukowsg
i korzysci plynace z ich wykorzystania, a takze szeroki zakres wykonanych
eksperymentow i umieje¢tnosci logicznej interpretacji wynikéw stwierdzam,
ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia 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 wprowadzajace
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 (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr



56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz. Klementyny Marciniak do

dalszych etapow postgpowania 0 nadanie stopnia doktora.
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