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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr in2. Klementyny Marciniak

pt:,, Identyfikacja regulatorowych RNA w metycylinoopornym szczepie

St ap hy I o c c o c us o ur e u s (MRSA) z wykorzysta nie m wysokoprzepu stowego

sekwencj onowania (Term-seq)"

zrealizowane: w Zakladzie Transkryptomiki Funkcjonalnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN pod kierunkiem dr hab. Kamilli Grzywacz, prof. ICHB PAN
w ramach projektu Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie ,,NanoBioTech"
wsp6lfinansowanego przez Unig Europejsk4 z Europejskiego Funduszu Spolecznego

w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozw6j 2014 -2020.

Podstaw4 wykonania niniejszej recenzji jest pismo z dnia 2 paLdziernika 2023 r.

wystosowane przez Sekretarza Rady Naukowej Insty'tutu Chemii Bioorganicznei PAN

dr Joanng Banasiak.

I. Ocena tematyki pracy

Szacuje sig, ze w przewalajEcej liczbie pafstw wysokorozwinigtych produkcja

zwierzEca pochlania wigkszoSc krajowej konsumpcji antybiotyk6w, m6wi sig

o 8002, z ezego znacznE czESC stanowi4 preparaty istotne z medycznego punktu

widzenia dla czlowieka. ObecnoS6 ich pozostaloSci w zywnoSci oraz ich

rozprzestrzenianie sig w Srodowisku w wyniku proces6w produkcyjnych oraz

hodowli zwierzgcej. niesie za sob1 negatfvne nastgpstwa zdrowotne, a poSrednio

takhe ekonomiczne dla czlowieka.
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Przedstawiona do oceny rozprawa dotyczy waznego problemu poszukiwania

nowych metod i rozwiqzan le11cych u podstaw pozfiafiia mechanizm6w

funkcionowania kom6rki, odpowiedzialnych zatjawnianie sig antybiotykoodpornoSci.

Mechanizmy te, w konsekwencji doprowadzic mogq do opracowania alternatywnych

terapii antybiotykowych. Zakaaenia bgd4ce wynikiem zainfekowania przez oporne na

antybiotyki bakterie stanowi4 na chwilg obecn4 jedno z nainiebezpiecznieiszych

zagroZei dla zdrowia, a zalem ogromne wyzwanie dla wsp6lczesnej medycyny.

Opublikowana w ubieglym roku praca w ,,The Lancet Infectious Diseases", pokazata

niepokoj4ce dane. W 2019r. z powodu zakailen powi4zanych z wieloopornymi

szczepami zmarlo na Swiecie okolo 5 mln os6b, z czego 1.27 mln z powodu zakaheh

wywolanych przez bakterie oporne na wszystkie dostgpne antybiotyki. Zar6wno

WHO, jak i Komisja Europejska uznaly walkg z rozprzestrzeniaj4c4 sig

antybiotykoopornoSci4 za dzialania priorytetowe. Znajduje sig ona na liScie

l0 najwalniejszych zadah WHO, natomiast Komisja Europejska umieScila problem

antybiotykoopornoSci wSr6d trzech najwaZniejszych do rozwiqzania problem6w.

W ostatnich latach obie te organizacje postrzega\y zjawisko antybiotykoopornoSci

szerzej, umieszczajQc je w strategii ,,Jedno Zdrowie", czyli koncepcji zwracaj4cej

uwagg na wsp6tzaleznoSci pomigdzy zdrowiem ludzi, zwierzqt i stanem Srodowiska

naturalnego.

Praca doktorska mgr in2. Klementyny Marciniak doskonale wpisuje sig

w najnowsze trendy w obszarze stosowania alternatywnych metod leczenia

i modyfikacji strukturalnie jtz istniej4cych zwiqzkow bakteriob6j czych zamiast

projektowania nowych antybiotyk5w. Tym samym ukazuje potrzebg odkrywania

i rozpoznawania nowych mechanizm6w bakteryjnych w antybiotykoterapii.

Mechanizmy regulatorowe RNA jako zloilona sie6 powiqzan umozliwia projektowanie

wielu wariant6w skutecznej inhibicji ekspresji gen6w warunkuj4cych lekoopornoS6.

Potencjal ryboprzel1cznik6w jako nowych rozwiqzah w antybiotykoterapii jest

szczegolny ze wzglEdu na fakt, udokumentowanego kontrolowania gen6w zwiqzanych

z oporno5ci4 oraz mo2liwoSci4 indukcji niskocz4steczkowymi metabolitami.

W przedstawionej pracy zidentyfikowanych zostalo siedem potencjalnych
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ryboprzelqcznik6w, kt6rych aktywnoSi obserwowalna jest w trakcie adaptacji kom6rki

do stresu wywotanego dzialaniem wankomycyny.

II. Ocena formalna

Rozprawa nie ma typowego charakteru dla dysertacji doktorskich, z kt6rymi do

tej pory mialam okazjg sig zapozna6 i stanowi obszerne opracowanie obejmuj4ce

148 stron, ze streszczeniem w jgzyku polskim i angielskim.

Rozdzial2^ zatytulowany "Wstgp", jest 36-stronnicowym przegl4dem literatury

podzielonym na trzy czqsci. Podrozdzial 2.l.dotyczy charakterystyki Staphylococcus

aureus MRSA, podr.2.2. opisuje strukturg drugorzgdow4 RNA w kontroli ekspresji

gen6w u bakterii, a podr. 2.3. przedstawia ryboprzelqczniki jako cele

w antybiotykoterapii.

Rozdzial 3, zatytulowany ,,Cel i uzasadnienia podjgtej tematyki pracy".

Pierwsze zdanie tego rozdzialu cyt.: ,,Za cel pracy obralam dwa szczeg6lowe zadania

badawcze" w mojej ocenie wymaga przeredagowania na ,,Cel pracy osi4gnigto

poprzez realizacjE dw6ch szczegolowych zadah badawczych:.... ", a cel powinien

zostac wyodrgbniony i wyralnie wskazany.

Autorka, mohe nie bezpoSrednio, ale sformulowala cel szczeg6lorvy pracy

w rozdziale 3 zatytulowanym ,,Cel i uzasadnienie podjgtej tematyki pracy". Jest

to ostatnie zdanie, na str. 40 c)4.: oo...Ocena, kt6re elementy regulatorowe

w kom6rce stanowiq potencjalne cele dla alternatywnych terapii

anfybiotykowych" oraz wczeSniej na str. 38 ostatni akapit, r6wnie? nie

bezpoSrednio, ale wskazala cel og6lny pracy a mianowicie cyt.: "...Poznanie

mechanizm6w leZ4cych u podstaw ujawniania sig antybiotykoopornoSci."

W pracy brakuje wyralnie sformulowanej hipotezy bqdL hipotez badawczych,

co Autorka czgSciowo rekompensuje kr6tkim, ostatnim akapitem w rozdziale trzecim.

Rozdzial4 , omawia zastosowan4 metodykg.

Rozdzial 5. szczeg6lowo opisuje wyniki uzyskane w wyniku prac

eksperymentalnych oraz przedstawia dyskusjg do czgSci doSwiadczalnej. Sklada sig

a2 z 67 stron.

Rozdzial6 to podsumowanie bez wyodrgbnionych wniosk6w,

3



RozdzialT. zawiera wykaz skr6t6w,

Rozdzial8, to spis tabel. rysunk6w i r6wnafl,

Ponadto w pracy zawarte s4 referencje zawierajqce 187 pozycji wyl4cznie

anglojEzycztych i zalqczony na koricu dorobek naukowy. Literatura naukowa

z ostatnich 5-7 lat stanowi okolo 2l % (40 poz.).

Podsumowuj4c og61n4 charakterystykg pracy, stwierdzam ze oceniana praca ma

charakter doSwiadczalny i miesci sig w rozpatrywanej dyscyplinie.

Ocena merytoryczna pracy

W omawianej rozprawie Autorka przedstawita dwa szczegolowe zadania

badawcze. Po pierwsze scharakteryzowanie indukowanych w odpowiedzi na stres

antybiotykowy zmian w aktywnoSci transkrypcyjnej, translacyjnej orazregtlatorowej

opornego na metycyling szczepu gronkowca zlocistego Staphylococus aureus MRSA.

Drugim wyszczegolnionym zadaniem badawczym byta identyfikacja kluczowych

komponent6w sieci regulatorowej RNA, takich jak ryboprzelEcznik| o wysokim

potencj ale terapeutyc znym w kontekScie antybiotykoterapi i MRSA.

Recenzowafia praca jest ciekaw4 i skuteczfiE pr6b4 wgl4du w mechanizmy

regulatorowe zalehne od RNA poprzez identyfikacjg kluczowych komponent6w sieci

regulatorowej RNA - ryboprzelqcznikow u Staphylococcus aureus (MRSA) w trakcie

stresu antybiotykowego wankomycyn?. W tym celu Autorka wyznaczyla stgZenie

wankomycyny, przy ktorym zachodzy zatwalalne procesy adaptacyjne, a nastgpnie

wykonala sekwencjonowanie nowej generacji metod4 Term-seq. Sekwencjonowanie

to ma swoje szczegolne uzasadnienie w tym przypadku, z punktu widzenia analizy

mechanizm6w regulatorowych opartych o zdarzenia terminacji transkrypcji. Dzigki

etapowi ligacji adaptor6w do wszystkich naturalnych koric6w 3' mRNA mozliwe jest

oznaczenie transkrypt6w petnej dlugoSci oraz skr6conych, powstalych w wyniku

dzialania ryboprzelqcznik6w. Doktorantka przeprowadzila analizE por6wnawcz4

uzyskanego obrazu transkryptomu pochodzqcego z hodowli kontrolnej MRSA oraz

z hodowli z wankomycyn4 o stgzeniu 2 mgll. Nastgpnie Autorka wyselekcjonowala

siedem kandydat6w na ryboprzel4czniki na podstawie roZnic dlugo5ci transkrypt6w

mapuj4cych do region6w 5'UTR. Dla kaZdego spoSr6d wybranych regulator6w
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dokonala predykcji struktury drugorzgdowej dla potwierdzenia istotnosci obserwacji
oraz przeanalizowala funkcjg gen6w znaiduiqcych sig pod ich kontrol4. Doktorantka
zidentyfikowala aktywnosd potencjalnych ryboprzelqcznikow, w trakcie stresu
adaptacyjnego do wankomycyny, moduluj4cych ekspresj4: transportera ABC, bialka
wiq2}cego ATP (sAouHSC 00167), cukrowego transportera ABC, bialka wiqz*cego
ATP (SAOUHSC_00175), podjednostki

(SAOUHSC_OO886), kinazy homoseryny

pierwszego syntazy kwasu antranilowego

autolizyny (SAOUHSC_02023) oraz

D kompleksu antyporterowego

(SAOUHSC_01322), komponentu

(SAOUHSC_0 I 366), dwufunkcyjnej

transferazy dimetyloadenozynowej
(SAOUHSC-00464). Autorka wskazala, 2e zgodnie z najnowsz1 wiedzq wszystkie
wskazane geny uczestnicz4 w powstawaniu fenotypu wykazuj4cego obnizon4

wrazliwoSd na wankomycyng.

W drugim etapie prac Autorka przeprowadzila weryfikacjg biochemiczn1 dla

wskazanych danych przez zastosowanie metody PTT-quant. PodejScie to jest

skierowane na analizg aktywnoSci transkrypcyjnej gen6w potencjalnie regulowanych

przez ryboprzel4czniki, dziEki umoZliwieniu bezwzglgdnego okreslenia stg2eri

transkryptow skr6conych, jak i pelnej dlugoSci. Po zastosowaniu metody PTT-quant,

dla czterech spoSr6d siedmiu wylonionych kandydat6w na ryboprzel1czniki

Doktorantka potwierdzila dzialanie ryboprzel1cznik6w w warunkach stresu

wankomycynq. Wsp6lczynnik indukcji potencjalnych ryboprzel4cznik6w

znaiduj1cych sig w 5'UTR mRNA stanowil kolejno: 2,01 dlatransportera ABC, biatka

wiqzqcego 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 potwierdzajq zasadnoS6 podjgcia

dalszych dzialafi maj4cych na celu wykorzystanie wskazanych mechanizm6w

regulatorowych jako nowych dr6g w kierunku opracowyrvania alternatywnych terapii

antybiotykowych.

Szkoda, 2e Autorka rozprawy nie zamiescila obszerniejszego podsumowania

i nie sformulowala wniosk6w z przeprowadzonych badai, kt6re moglyby podkreSli6

elementy nowoSci naukowej i perspektywg wykorzystania uzyskanych wynik6w.
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Liczg na ich zaprezentowanie podczas publicznej obrony, gdyz w podsumowaniu

mo'rta wyodrgbnid od czterech do szesciu wniosk6w, w zarehnosci od przyjgtego

p oziomu tszcze golowi eni a'

Siln4 stron4 pracy jest wnikliwa dyskusja wynik6w obejmuj4ca pr6by

interpretacj i przyczytrowo-skutkowej oraz nawiqzanie do danych literaturowych

niestety niekiedy doS6 odleglych czasowo od 13 do 28lat a nawet starszych' Pozycje z

ostatnich 5 do 7 lat stanowiE zaledwie 2lYo. Maj4c na vwadze clt24 liczbg prac

naukowych zacytowanych z podjqtego zakresu badawczego, naleZy stwierdzi6 jednak,

2e dob6r bibliografii jest odpowiedni i stanowi dobr4 podstawq dla dokonania

wszechstronnego przegl4du literaturowego. Doktorantka zastosowala nowoczesne

techniki atalityczne w postaci m.in. sekwencjonowania Term-seq, co Swiadczy o Jej

bogatym warsztacie analitycznym.

Og6lna ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Klementyny Marciniak jest

dobra. Praca obejmuje szeroki zakres wykonanych doSwiadczei i zawiera du24 iloS6

materialu faktograficznego. Wprawdzie napisana jest w spos6b niekonrvencjonalny,

ale za to przemySlany. Nalezy podkreSli6, 2e praca wykonana jest poprawnie pod

wzglgdem formalnym, stylistyczrtym i jgzykowym oraz nie budzi zastrzeheft natury

naukowej. Na uwagg zasluguje styl jgzyka polskiego. Autorka lubi ubogaca6 jEryk

czgsto zaskakuj4cymi zamiennikami, kt6re nie goszczQ na co dzien w nomenklattrze

naukowej z prezentowanego obszaru nauki jak np.: sekwertowa6 czyli zwi4zywa6,

wylapywai substancje w Srodowisku przez inn4 substancjg, czy ubikwistycznymi -
czytaj o malych wymaganiach pod wzglgdem warunk6w naturalnych. Nie jest to

zarzut lecz jedynie spostrzeZenie,2e oprocz zawitroSci badari molekularnych Autorkg

interesuj4 zawiloSci lingwistyczne.

Sama redakcja pracy, by6 mohe z uwagi na kr6tki czas przygotowania

manuskryptu wymaga dopracowania.

Lektura kolejnych rozdzial6w rozprawy doktorskiej mgr inL. Klementyny

Marciniak obok porytywnej oceny nasuwa nastgpuj4ce uwagi:

Autorka w pracy popelnila doS6 duZo btgd6w stylistycznych, edyorskich np.

nie wyeliminowala doS6 licznych powt6rzefi np. na str. 5 -,,spis treSci", str. 15 -
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uzycie 2x ,.opornych", blgd6w interpunkcyjnych - np. na str. 17. czgsto w spos6b
nieuzasadniony uzywa wielkich liter np. na str.7, 126 itd. Na str. g - brak orzeczenia
w zdaniu. Niefortunnie s4 zastosowane niekt6re spersonali zowane okreSlenia jak np.

,,geny uwiklane s4"; str. 29 ostatni akapit: cyt.:,, Analogiczny model dzialania do
ryb opr zelEczn i kami dzielE atenuatory.,, ? - ni epoprawny styl.

ZbEdny moim zdaniem na poziomie rozprawy naukowej na stopieri doktora jest

wykaz stosowanych skr6t6w, kt6re mohna napisa6 w pelnej nazwie przy pierwszym
przywolaniu w tekScie. Zbgdne i nie wnoszEce Zadnej wartoSci dodanej s4 zdjgcia str.

64 i65 (rys. 9, 10 i I 1).

Tabela nr 6 niewlaSciwie podpisana. Slabej jakoSci s? zdjEcia rczdziatu

elektroforetycznego (rys.7 i 8).

Opis tabel niejednorodny - raz na gorze tabeli raz pod tabelami np. tab.l,2,7
i 8 itd. str.21,47,66 i 67.

W rozdz. 4 Materialy i metody. Brak informacji w jakich warunkach pod

wzglgdem bezpieczeristwa mikrobiologicznego prowadzone byly prace laboratoryjne

z hodowlami Staphylococcus aureus (MRSA/. Jaki poziom bezpieczef,stwa

reprezentuje laboratorium, w kt6rym prowadzono badania z lekoopornym szczepem?

Brakuje informacji z jakiej kolekcji pochodzi badany szczep. W rozdziale czwartym

niepotrzebnie jest dodany i wyodrgbniony podrozdzial ,,aparattrra". Przedstawianie

wykazu uzytych odczynnik6w uwazam za zbEdne w dysertacji doktorskiej.

W podrozdz. 4.5.1 Warunki hodowli Staphylococcus aureus - pierwsze zdanie

na str. 45 jest do przeredagowania na ,,hodowle prowadzono w nastgpuj4cych

warunkach..."

Sklad podlola str. 48. Sklad podloha stalego do wvz.nanio MIC (1 l): Bulion

Muellera-Hintona (MHA) (l l): h,vainy hydrolizat kazeiny (17,5 g), ekstrakt wolowy

(2 g), skrobia (1,5 g), agar (10 g), wankomycyna przeredagowa6 na: Podloze

Muellera-Hintona (MHA bulion o nastqpuiacym skladzie:

Pkt. 4.5.5 podpkt. Hodowla plynna ,,Po tym czasie przeniesiono pojedynczq

kolonig do pozlwki ptynnej (MHA) o objgtoici 20 ml zawierajqcej odpowiednte

stgzenie wankomycyny. " Nie powinno sig zaszczepia( bezpoSrednio hodowli plynnych

z wankomycyn4 koloniami wyroslymi na podloZach redukcyjnych, gdy? zastosowane
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w ten spos6b inokulum dla kaZdego przypadku jest inne' Mikroorganizmy powlnny

zostac namnozone w hodowli plynnej i nastqpnie zosta( uZyte jako identyczne

inokulum do zaszczepienia poszczeg6lnych hodowli z wankomycyn4'

W podrozdz, 4.5.6 Wyznaczenie krzywei wzrostu Staphylococcas oureus MRSA'

Zdanie: "Wyznoczanie lcrzywei wzrostu rozpoczgto od prowadzenia hodowli

bakteryjnej jakw punkcie 4.5.1." - powinno zosta(przeredagowane.

Zdanie na str 57: "W przypadku lekoopornego szczepu gronkowca zlocistego

jest to szczegolnie wymagaj4ce wyzw anie ze wzglgdu na specvfike morfolosiczna

budowy,,.. Proszg wyjasni6, co Autorka rozumie przez specyfikg morfologiczn4

budowy.

Tabela 6 na str. 60 - brak statystyki, wszystko w jednym powt6rzeniu. Czy do

wszystkich wariant6w zastosowano t4 sam4 hodowlg pod wzglgdem liczby kom6rek.?

Na str. 69 Zadnie: " Z analizy statysQcznej otrzymanych wartoici

przezlnvalnoici wynika, 2e r62nice w przezwalnoici hodowli S. altreus MRSA w

zr1znicowanym stgzeniu antybioQku wankomycyny w przedziale 0 - 2 mg/l nie sq

istotne statyst:tcznie. W pracy brakuje informacji o zastosowanej metodzie

statystycznej.

Czas trwania hodowli dla wyznaczenia minimalnego stg2enia inhibuj4cego dla

S. aureus MRSA w hodowli z wankomycyn? powinien zostat podany precyzyjnie w

godzinach, a nie w przybliaeniu stosuj4c okreslenie "po calonocnei inkubacii".

Dlaczego Autorka zr6hnicowala stElenia wankomycyny zastosowane w posiewach

redukcyjnych dla hodowli na podloZach stalych i dla hodowli plynnych. W jakim celu

zastosowano aL 14 roinych stgZeri w hodowlach plynnych i 16 stgZefr w hodowlach

stalych? Stgzenie wankomycyny 0,0 mg/l dla hodowli na podlozach stalych powinno

zosta( usunigte i zast4pione opisem pr6bka kontrolna bez dodatku antybiotyku.

Dlaczego nie uwzglgdniono hodowli plynnej bez dodatku antybiotyku?

Korekty/uzupelnienia wymaga zapis na str. 54 ,,....prry pomocy elektroforezy

kapilarnej nu aparacie Agilent 2100 Bioanalyzer."

Korekty wymaga forma prezentacji referencji. W spisie literatury Attorka raz

podajg skrot rrazwy czasopisma jak np. przy pozycjach literaturowych: 26.29, 51, 169,

173, a w zdecydowanej wigkszoSci przypadk6w, wymienionych referencji

literaturowych, podaje pelne fiazwy cytowanych czasopism. Data wydania 2r6dla
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literaturowego razjest na koricu jak np. poz. 164, 17r, r72,1g1, a innym razem przed
numerami stron wymienionymi na koricu jak np. w poz.l62, 169, 170 itp.

RozdziaL podsumowafiie uwuzam za potrzebny jednak nie wyczerpuje on w
pelni swego zadania. Autorka na wstgpie wskazuje najwigksze dokonania swoich
badafi, kt6re notabene znakomicie mozna byloby uj46 w szeSciu wnioskach. Nastgpnie
ptzechodzi w ostatnim akapicie podsumowania do pr6by przedyskutowana swoich
osi4gnig6 badawczych na tle dotychczasowej wiedzy literaturowej. w moim odczuciu
fragment ten jest napisany powierzchownie i w spos6b malo poglgbiony, dlatego

sugerowalabym .iego rozbudowanie o szerszq dyskusjg w celu chociazby weryfikacji
potencjalu terapeutycznego siedmiu zidentyfikowanych ryboprzel1cznik6w

w odniesieniu do danych literaturowych.

Wniosek kofrcowv

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska prezentuje og6ln4 wiedzg

teoretyczn4 kandydatki oraz umiejgtnoS6 samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

w dyscyplinie nauki biologiczne. Jej przedmiot stanowi oryginalne rozwiqzanie

naukowe Swiadcz4ce o doskonalym przygotowaniu merytorycznym i warsztatowym

mgr inz. Klementyny Marciniak. Rzeczowe okreslenie problemu badawczego,

sprecyzowanie metodologii badari oraz doskonala ich organizacja pozwolila na

uzyskanie wielu oryginalnych wynik6w naukowych zar6wno o charakterze

poznawczym jak i aplikacyjnym. Rozprawa opiera sig na dobrze dobranym materiale

zrodlowym zwi1zanym z tematykq pracy. Bior4c pod uwagg wartoS6 naukow4

i korzySci ptyn4ce z ich wykorzystania, a takLe szeroki zakres wykonanych

eksperyment6w i umiejgtnoSci logicznej interpretacji wynik6w stwierdzam,

2e przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreSlone w

Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wy2szymi nauce (Dz.U. z

2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajEce

ustawg - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 22018 r. poz. 1669 ze zm.)

orazw Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii

Bioorganicznei PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr
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56l2023lrnternet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskujg do Rady Naukowej Instytutu

chemii Bioorgani cznei PAN o dopuszc zenie mgt inL' Klementyny Marciniak do

dalszychetap6wpostgpowaniaonadaniestopniadoktora.

W?,waful
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