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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Marty Kolodziej
»Rola bialka Lsr2 w organizacji chromosomu i regulacji ekspresji genéw

u Mycobacterium smegmatis"'

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, jako podstawa ubiegania sie w
postepowaniu o nadanie stopnia doktora, zostala wykonana w Zakladzie Mikrobiologii
Molekularnej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem promotora,
Pani prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej. Jako gtéwny cel rozprawy okreslono
scharakteryzowanie roli biatka Lsr2 u Mycobacterium smegmatis. Szczegdtowe cele pracy
dotyczyly zbadania funkcji tego biatka jako potencjalnego organizatora chromosomu oraz
czynnika regulujacego ekspresje gendw. M. smegmatis jest organizmem modelowym dla rodzaju
Mycobacterium, ktéry zawiera miedzy innymi bardzo wazne dla zdrowia publicznego bakterie
patogenne jak np. M. tuberculosis. Specyfika tej grupy mikroorganizméw przejawia sie zardéwno
w ich budowie, jak i procesach molekularnych przystosowan do $rodowiska, gdy jednoczesnie
podstawowe funkcje jednokomorkowych organizméw pozostaja zachowane. Dlatego badania
charakterystycznych dla tego rodzaju bakterii mechanizméw komoérkowych czy specyficznosei w

regulacji proceséw zyciowych spelnia dwa istotne cele: jak najlepsze poznanie tej grupy



mikroorganizméw dla celébw poznawczych i terapeutycznych oraz okreslenie mozliwych
wspolnych, uniwersalnych dla wyzszych grup taksonomicznych proceséw. Te cele speiniaja
migdzy innymi badania nad organizacja materiatu genetycznego bakterii, gdzie rézne mechanizmy
i biatka speiniaja analogiczne i homologiczne funkeje upakowania chromosoméw bakteryjnych,
Jednoczesnie uczestniczage w skomplikowanych procesach regulacji ekspresji genéw i replikacji
DNA. To wiladnie procesy zwigzane z funkcjonowaniem materialu genetycznego, w tym
maszynerii replikacyjnej u réznych, takze nietypowych, grup bakterii, sg od lat przedmiotem badan
w zespole Pani profesor Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej. Badania te prowadzone sa z
wykorzystaniem réznorodnych, najnowoczesniejszych metod genetycznych, biochemicznych i
biologii molekularngj, pozwalajgc na uzyskiwanie najwyzszej jakosci wynikéw. Rozprawa
doktorska Pani mgr Kolodziej wpisuje si¢ w petni w ten nurt badawczy, korzystajac z pelnego
zakresu wiedzy i metodologii stosowanej w zespole Pani Promotor.

Rozprawa ma posta¢ trzech wieloautorskich publikacji opatrzonych streszczeniem w
jezyku polskim i angielskim, oraz poprzedzonych wprowadzeniem. Prace skltadajace si¢ na
rozprawg zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych. Taka postaé
rozprawy doktorskiej jest zgodna z wymogami ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule naukowym
I stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki ( z pézniejszymi
poprawkami). Wymogi te stanowia, iZ rozprawa moze stanowi¢ czesé prac zbiorowych,
wyodrgbniong z tych publikacji, gdzie odpowiedni wktad Kandydata zostat wykazany w zakresie
przygotowania zatozefi pracy, wykonaniu stosownych eksperymentéw, opracowaniu rezultatow
pracy i przedstawienia oraz przedyskutowania wnioskéw. Dla okreslenia wktadu kandydata stuza
oswiadczenia wskazujace na udziat poszezegdlnych wspétautorow prac, potwierdzone podpisem
Doktorantki oraz autora korespondencyjnego a takze szczegdtowy opis wkiadu Kandydatki w
realizacje prac przedstawiony w dwoch publikacjach jako Authors contributions. Na podstawie
tych dokumentéw mozna bez watpienia stwierdzi¢, iz Pani mgr Marta Kolodziej petnila istotna
role w kazde] ze skiadajgcych si¢ na rozprawe publikacji. W zwigzku z czym uznac nalezy, iz
wymogi formalne okreslone w ustawie zostaly spetnione. Zas fakt, iz ukazaly sie juz one w
recenzowanych czasopismach swiadczy, 1z zostaly nie tylko pozytywnie ocenione, ale takze
przedstawione srodowisku naukowemu.

Na rozprawe skiadajg sie¢ dwie prace eksperymentalne i jedna przegladowa. Prace

eksperymentalne ukazaly sig w 2021 roku w Scientific Reports i w mSphere. czasopismach
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migdzynarodowych o uznanej renomie. W tych publikacjach Doktorantka jest plerwszym autorem,
a jej udziat w powstaniu prac zostat okreslony na odpowiednio 60 i 70 %. Dotyczyt on
opracowania koncepcji pracy, wykonania eksperymentéw, analiz uzyskanych wynikow,
przygotowania wraz z Promotorem manuskryptu. Trzecia praca to publikacja przegladowa, ktéra
zostata opublikowana w polskojezycznym czasopismie Postepy Biochemii. W niej udziat
Kandydatki to 50 %, jest ona takze pierwszym autorem tej pracy. Wszystkie trzy prace laczy jedna
tematyka udziatu biatek w organizacji materialu genetycznego bakterii. Biatka te uczestnicza
zarowno w fizycznym upakowaniu DNA, jak réwniez w procesach regulacyjnych, Zwiazanych z
ekspresja gendw i powielaniem materialu genetycznego. Sa wérdéd nich biatka wykazujace
szerokie podobiefistwa u licznych grup bakterie, jak i takie, ktére sa specyficzne dla danych grup
taksonomicznych, Biatko Lsr2, bedace obiektem badan Doktorantki, charakterystyczne dla
promieniowedw, jest homologiem bialka histopodobnego H-NS. Jego funkcjonowanie w koméree
M. smegmatis, jak wykazaty badania Doktorantki, jest zwiazane z zmianami lokalizacji podczas
cyklu Zyciowego bakterii, gdy biatko to wigze sie do chromosomu, za$ do efektywnego wigzania
stuzy N-terminalna domena biatka. Zestaw interesujacych danych zostal uzyskany przez
zastosowanie mutanta pozbawionego funkcjonalnego biatka Lsr2. Badania przedstawione w
rozprawie W publikacji 1 (Sci. Rep) pokazaly, iz komorki mutanta sr2 charakteryzuja sie
zmieniong morfologig dotyczaca ksztattu komdrek oraz kolonii bakteryjnych, oraz czasu i
dynamiki replikacji DNA, co wraz z obrazem mikroskopowym sugeruje zaangazowanie Lst2 w
przestrzenng organizacj¢ nowo syntetyzowanego DNA. Te bardzo waZne informacje zostaty
rozszerzone o szczegotows analizg transkryptomiczng szczepdw wt i mutanta (praca 2, mSphere).
Glownym stwierdzeniem wynikajacym z tych poréwnan jest, iz Lst2 pemi role w regulacji
ekspresji genow, wplywajac m. in. na budowg otoczki komorkowej, specyficznej dla
mykobakterii. Takie zmiany w budowie otoczki zwiazane sa ze zmianami jej przepuszczalnosci
na przykiad na antybiotyki, co skutkuje zmieniong wrazliwoscia na leki. Interesujaco, wykazana
zostala regulacja ekspresji gendw przez Lsr2 w warunkach obnizonego poziomu tlenu czyli
hipoksji, co swiadezy o zaangaZowaniu tego biatka w odpowiedZ na warunki stresowe. Cickawa
obserwacja przedstawiong w tej rozprawie jest aktywacja ekspresji genu paraloga LsrR, biatka
MSMEG_1060, u mutanta delecyjnego Isr2. Zostala przedstawiona hipoteza, iz biatko
MSMEG_1060 zabezpiecza chromosom bakteryjny w warunkach stresu. Wyniki badan

przedstawione w rozprawie zostaly uzyskane przy zastosowaniu szeregu najnowoczesniejszych




metod biologii molekularnej, w tym bardzo uzytecznej metody mikroskopii fluorescencyjnej w
czasie rzeczywistym, mikroskopii lokalizacji fotoaktywowalnej PALM, immunoprecypitacji
chromatyny (ChiP-seq). czy RNA-seq. Metody zostaly zastosowane prawidtowo, a wnioski
wynikajace z uzyskanych wynikéw przedstawione sa interesujaco i zawieraja wiele ciekawych
hipotez. Zwraca uwagg staranne przygotowanie zaplecza genetycznego odpowiednich szczepéw
— mutantéw oraz konstruktéw do nadprodukcji biatek. Wchodzaca w sktad rozprawy praca
przegladowa podsumowuje dotychczasowa wiedze¢ na temat czynnikéw wplywajacych na
organizacj¢ bakteryjnego chromosomu, stanowigc interesujace uzupelnienie do badan

eksperymentalnych.

Do przedstawionych wynikéw badan miatabym kilka pytan, o odpowied? na ktére

poprositabym podczas obrony:

1. Biatko Lsr2 jest zaangazowane w odpowiedz komérki na obnizony poziom tlenu, a
takze ma wplyw na wrazliwos¢ na antybiotyki. Taki zwiazek z odpowiedzia na
czynniki stresowe nasuwa pytanie o zwigzek dziafania biatka Lsr2 z globalna
odpowiedzig Scista? Czy jego ekspresja zalezy od poziomu ppGpp w koméree, lub, czy

aktywnos¢ odpowiedzi scistej moze by¢ modulowana przez Lsr2?

2

Plejotropowe dziatanie Lsr2 wskazuje, iz jego rola moze obejmowaé odpowiedzi na
wiele czynnikéw  stresowych. Czy nie byloby uzasadnione wykonanie
szerokozakresowej analizy efektéw fenotypowych braku Lsr2 typu BIOLOG, aby

zidentyfikowa¢ mozliwe inne zmiany u mutanta delecyjnego Is»2?
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Czy biatko Lsr2 moze wplywac na regulacj¢ aktywnosci biatka MSMEG_ 10607 Czy

ekspresja genu biatka MSMEG_ 1060 mozZe by¢ bezposrednio regulowana przez Lsr2?

4. Biatko Lsr2 jak i MSMEG_1060 maja zdolno$é wigzania DNA — czy mozna — poza
skfadem w postaci zawartosci par AT/GC okresli¢ przyblizong specyfike
rozpoznawanych sekwencji?

5. Jednym ze standw stresowych, gdzie funkcje Lsr2 wydaje si¢ konieczna, jest stan

obnizonego poziomu tlenu. Czy w warunkach, gdzie zazwyczaj bytuje M. smegmatis,

taki stan hipoksji moze wystgpowal powszechnie i czy taka rola Lsr2 moze mieé

znaczenie ewolucyjne?




Podsumowujac, stwierdzam, iz przedstawiona do oceny rozprawa stanowi wazny wktad w
poznanie mechanizméw organizacji chromosomu bakteryjnego, a zastosowane metody badawcze
i zaprezentowane wyniki wnoszg bardzo istotne informacje dla stanu wiedzy o Mycobacterium jak
i biatkach uczestniczacych w upakowaniu materiatu genetycznego bakterii. Przedstawione prace
pokazuja, iz Doktorantka posiada umigjetnosci odpowiedniego prowadzenia badan naukowych,
formutowania wnioskéw, za$ wyniki jej pracy zostaty juz pozytywnie ocenione przez recenzentow
Jej publikacji. Podkresli¢ nalezy wysoki poziom naukowy badan, wynikajacy z odpowiednio
zastosowanych metod. W zwigzku z tym, mogg stwierdzi¢ z pelnym przekonaniem, iz osiagniecic
naukowe przedstawione w rozprawie spetnia wymogi stawiane kandydatom do stopnia doktora
przez Ustawg z 14 marca 2003 roku (wraz z pdzZniejszymi poprawkami i uzupetnieniami) o
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Dlatego wnioskuje do
Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie Pani mgr Marty Kotodziej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego,
Jednoczesnie zwracajgc sig¢ z wnioskiem o stosowne wyrdznienie rozprawy z uwagi na poziom i

znaczenie zaprezentowanych badan.
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