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Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium

Instytut Biologii Medycznej PAN, Lodz

Ocena pracy doktorskiej mgr Marty Kolodziej pt.,,Rola biatka Lsr2 w
organizacji chromosomu i regulacji ekspresji genow Mycobacterium

smegmatis”.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie Mikrobiologii
Molekularnej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego pod kierunkiem Prof. dr
hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej. Zespol kierowany przez Pania prof. dr hab. J.
Zakrzewska — Czerwinska jest autorytetem $wiatowej rangi w dziedzinie prac badawczych
dotyczacych replikacji 1 segregacji materialu genetycznego bakterii. Jednoczesnie. nalezy
podkresli¢ ze Doktorantka przystepujac do realizacji celow pracy doktorskiej miata do
dyspozycji bardzo dobry warsztat badawczy, niezbedna aparature naukowa i co zasluguje na
podkreslenie wiedz¢ 1 doswiadczenie naukowe promotora.

Prace doktorska Pani mgr Marty Kolodziej stanowi zbior dwoch prac eksperymentalnych,
spojnych tematycznie, opublikowanych w prestizowych czasopismach naukowych o
sumarycznym wspoOlczynniku cytowalnosci IF ok. 7.7 oraz jednej pracy przegladowe]
opublikowanej w jezyku polskim. We wszystkich trzech pracach Doktorantka jest pierwszym
autorem, a zalgczone o$wiadczenia wspolautorow nie pozostawiaja zadnych watpliwosci co do
Jej kluczowej roli w realizacji opisywanych badan.

Przedmiotem zainteresowania Doktorantki jest bialko Lsr2, nalezace do grupy bialek
zwigzanych z nukleoidem (NAP) i jego udzial w organizacji chromosomu podczas cyklu
komorkowego M. smegmatis. Ten przedstawiciel szybkorosngcych mykobakterii, stanowi
organizm modelowy dla badan pratkow gruzlicy. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze Lsr2 jest
biatkiem niezbednym do przezywania dla M. tuberculosis w przeciwienstwie do M. smegmatis.

Udowodniono takze jego udzial w nabywaniu opornosci na antybiotyki 1 kontroli ekspresji
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genow pozyskiwanych na drodze transferu horyzontalnego u M. ruberculosis. Ponadto autorzy
wezesniej opublikowanych prac wykazali wigzanie bialka Lst2 z M. tuberculosis do sekwencji
bogatych w pary AT i zdolno$¢ laczenia odleglych segmentow DNA sugerujac jego role w
organizacji i zageszczeniu nukleoidu.

Z uwagi na odmienne $rodowisko bytowania pratka gruzlicy i M. smegmatis wyjasnienie
funkeji biatka Lsr2 u tego saprofitycznego gatunku wydaje sie by¢ ciekawym zagadnieniem
podjetym przez Doktorantke. W tym celu, w pierwszym etapie badan skonstruowano mutanta M.
smegmatis z delecja w genie Isr2 wykazujac, ze komorki pozbawione Lsr2 sa krotsze, szersze i
sztywniejsze niz komorki szczepu dzikiego. A obserwowane roznice w morfologii komorek
Doktorantka wiaze ze zmianami w profilu transkrypcji genéw. W tym miejscu chcialabym
poprosi¢ Panig mgr Marte Kolodziej o doprecyzowanie informacji i wskazanie kandydatéw
(genow), ktore moga mie¢ zwigzek z obserwowanymi zmianami morfologii komorek M.
smegmatis?

Ponadto Doktorantka wykazata rowniez role biatka Lsr2 jako czynnika transkrypcyjnego- gtownie
represora, kontrolujacego ekspresje gendw bezposrednio poprzez wiazanie regionow promotorowych
wykorzystujac w tym celu technike immunoprecypitacji chromatyny polaczona z globalnym
sekwencjonowaniem genomu (ChIP-seq). Dodatkowo przeprowadzone analizy sekwencjonowania
transktyptow RNA (RNA-seq) pozwolily na identyfikacje genu MSMEG 4727, kodujacego syntazg
poliketydow zaangazowana w synteze lipooligosacharydow (LOS). Badania przeprowadzone przez
Pania mgr M. Kolodziej dowodza, ze szczep M. smegmatis pozbawiony genu [sr2 wytwarza wigcej
lipooligosacharydow co ma wplyw na zmiang¢ skladu otoczki komorkowej i jej wlasciwosci fizyczne
min. na przepuszczalnos¢ dla antybiotykow. Czy zastosowanie znakowanych izotopowo
antybiotykéw (np. rifampicyny) nie pozwoliloby bezposrednio odpowiedzie¢ na pytania
dotyczgce roznic w przepuszczalno$ci oslon komoérkowych przez badane szczepy
Mpycobacteriumi i przyblizy¢ mechanizm lekowrazliwosci?

W pracy eksperymentalnej opublikowane) w Scientic Reports (Kotodziej M. i wsp., 2021)
Doktorantka opisuje bardzo dobrze zaplanowane badania lokalizacji biatka Lsr2 w trakcie cyklu
komorkowego M. smegmatis, jego wplyw na proces replikacji chromosomu, a takze rolg N-
koncowej domeny badanego biatka w oligomeryzacji wykorzystujac nowoczesne techniki
mikroprzeplywowej mikroskopii fluorescencyjnej w czasie rzeczywistym, a takze mikroskopii

wysokorozdzielcze] oraz rekombinowane, reporterowe szczepy bakteryjne umozliwiajace
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ekspresje analizowanego biatka w fuzji z roznymi bialkami fluorescencyjnymi i bialkami
markerowymi takimi jak: HupB, DnaN czy ParB.
Natomiast druga praca eksperymentalna opublikowana w mSphere (Kolodziej M. i wsp., 2021)
jest kontynuacja 1 poszerzeniem badan Doktorantki, w ktérej Autorzy skupili uwage na regulacji
ekspresji genow przez biatko Lsr2 oraz podjeli si¢ okredlenia roli bialek Lsr2 i jego paraloga
MSMEG_1060 (dotychczas bardzo slabo scharakteryzowanego) w adaptacji komorek M. smegmatis
do niekorzystnych warunkéw srodowiskowych (ograniczony dostep tlenu). Autorzy przeprowadzajac
szereg przemyslanych eksperymentow. postugujac si¢ technikami biologii molekularnej i
nowoczesnej mikroskopii, dostarczyli cennych informacji na temat nowego bialka MSMEG 1060
przypisujac mu funkcje protekcyjna przeciwko antybiotykom takim jak kwas nalidyksynowy czy
rifampicyna. Czy antybiotyki z innych grup (nie tylko zwigzane z blokowaniem replikacji DNA)
nie powinny zostaé¢ wlaczone do testow przezywalnosci mutantéow Lsr2 i MSMEG 1060 aby
zweryfikowaé przeprowadzone przez Panig obserwacje?
Trzecia zalaczona praca, to praca przegladowa opublikowana w czasopismie Postepy Biochemii,
ktora przedstawia obecny stan wiedzy na temat organizacji chromosomu bakteryjnego oraz
wyjasnia fizyczne 1 molekularne czynniki wplywajace na organizacje chromatyny w komorce, z
wykorzystaniem wysokoprzepustowych metod analizy DNA 1 zaawansowanych technik
obrazowania (tj. mikroskopia wysokorozdzielcza). Praca ta z pewnoscia bedzie mogla zostaé
wykorzystana jako cenne zrodlo informacji o organizacji chromosomu bakteryjnego.
Zataczone publikacje stanowigce podstawe recenzowanej pracy doktorskiej zostaty poprzedzone
streszczeniem w jezyku polskim 1 angielskim oraz krotkim wprowadzeniem opisujacym cel
pracy i najwazniejsze osiggnigcia prezentowanych prac eksperymentalnych wraz z odpowiednio
zacytowang literature naukowg. Uwazam, Ze w opisanym Celu pracy powinna zostaé
zamieszczona informacja o jakim stresie komorki jest mowa? Ponadto w angielskiej wersji
streszczenia Doktorantka uzywa zwrotow 71 demonstrated” lub .my results” a bardziej
poprawnie nalezaloby stosowaé forme bezosobowa lub pisa¢ w liczbie mnogiej. Pomimo,
krotkiego podsumowania wynikdw przez Doktorantke warto byloby zamiesci¢ dodatkowo
rozdzial Wnioski 1 wypunktowac¢ najwazniejsze osiggnigcia z przeprowadzonych badan.

Pragng¢ podkresli¢, ze ogromna wiedza i do$wiadczenie zespotu w badaniach nad organizacja
chromosomu  bakteryjnego pozwolily na  wlasciwg interpretacj¢  wynikéw  prac

eksperymentalnych, a bogata dokumentacja w postaci zdje¢, wykresow, rycin i filmow, jak
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réwniez wlasciwie wyciagnigte wnioski z otrzymanych wynikow 1 prawidlowo przeprowadzona
dyskusja swiadcza o duzej znajomosci tematyki badawczej oraz umiej¢tnosci krytycznego
spojrzenia na wlasne wyniki badan.

Na zakonczenie chcialabym poprosi¢ Doktorantke o podzielenie si¢ wiedzg na ponizsze

kwestie:

e (zy biatko Lst2 M. tuberculosis z uwagi na fakt, ze jest bialkiem niezbednym do
przezywania pratkow, mogloby by¢ tarcza (celem) dla lekow przeciwpratkowych ?

e (zy mozliwe jest na tym etapie badan sugerowanie bialek partnerskich dla Lsr2 i
MSMEG 1060, a tym samym wskazanie szlakow komorkowych, w ktore biatka te bylyby
zaangazowane?

e (Czy planuje Pani podja¢ dalsze badania biatka MSMEG 1060 w celu bardziej doglebnego
poznania jego funkcji u M. smegmatis? Jesli tak to czy moglaby Pani zaproponowaé¢ metody,
ktore bylyby niezbedne dla zrozumienia roli tego biatka? Czy warto byloby przeprowadzi¢
analizy przezywalnosci mutantow z delecja w genach Lsr2 i MSMEG 1060 w obecnosci
innych czynnikoéw stresowych niz opisane w pracy doktorskiej np. woda utleniona czy
mitomycyna C?

Podsumowanie:

Po szczegolowym zapoznaniu si¢ z praca doktorsky Pani mgr Marty Kolodziej
uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera oryginalne i bardzo wartoSciowe
wyniki. Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Marty Kolodziej do dalszych etapéow przewodu

doktorskiego.

7 uwagi na ciekawg tematyke badan i uzyskanie niezwykle waznych wynikow oraz
jako$¢ naukowa ocenianej pracy prosze Szanowng Rade o nagrodzenie pracy doktorskiej Pani

mgr Marty Kolodziej przewidziana w regulaminie nagroda.
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