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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Katarzyny Szustakowskiej pt. ,Rola struktury
drugorzedowej RNA w regulacji translacji w odpowiedzi na stres antybiotykowy u bakterii

anytbiotykoopornych na przyktadzie metycylinoopornego szczepu Staphylococcus aureus”

Staphylococcus aureus jest jednym z najistotniejszych klinicznie patogenéow czlowieka, a
szczeg6lnie dotkliwym w przypadku tych bakterii problemem jest opornos$¢ na wiele antybiotykow.
Do najwazniejszych antybiotykow stosowanych w zakazeniach metycylinoopornym szczepem S.
aureus (MRSA) nalezy wankomycyna, coraz czeséciej dochodzi jednak do pojawiania si¢ szczepéw
na nig opornych. Znaczenie kliniczne infekcji MRSA powoduje, ze zrozumieniu mechanizmow
nabywania opornosci na antybiotyki przez te bakterie poswiecono bardzo liczne badania. Mimo to,
wiele z tych mechanizmdéw wcigz nie zostalo opisanych i zjawisko to jest dalekie od pelnego
wyjasnienia. Doktorantka podjeta si¢ zbadania mechanizméw, za pomocg ktorych bakterie MRSA
modulujg ekspresje genomu po pojawieniu si¢ w srodowisku antybiotyku. Skupita si¢ tu na bardzo
ciekawych i wcigz stabo poznanych prokariotycznych mechanizmach regulacji translacji poprzez
zmiany w strukturze przestrzennej czasteczek mRNA. Wiadomo, ze takie mechanizmy jak
ryboprzetaczniki odgrywajg wazng role w regulacji ekspresji genéw bakteryjnych, nie znalaztem
jednak w literaturze cato$ciowych badan nad ich rolg w odpowiedzi na dzialanie antybiotykow u S.
aureus. Zadania, ktorych rozwigzania podjeta si¢ Doktorantka spetniajg zatem najwazniejsze moim
zdaniem kryterium — podejmujg si¢ rozwigzania naprawdg¢ istotnego poznawczo i oryginalnego
problemu naukowego w dyscyplinie nauki biologiczne.

Praca ma forme¢ tradycyjnej rozprawy i opisuje wyniki, ktére nie zostaly dotychczas
opublikowane. Praca prawidtowo cytuje wiasciwg literature i od strony formalnej spelnia wszystkie
wymagania stawiane tego typu tekstom naukowym. Autorka stosuje prawidlowa terminologig
naukowa, a rozprawa zostala starannie przygotowana i zredagowana. Oczywiscie, jak zawsze w tego
typu tekstach, miejscami trafiaja si¢ pojedyncze drobne btedy lub niefortunne sformutowania, jest ich
jednak niewiele i nie wptywaja na odbior tekstu. Nawyki wieloletniego dydaktyka genetyki kazg mi
jedynie zwrdci¢ uwage na btedny skrot myslowy w podsumowaniu na s. 124 [...] geny aktywowane
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komoérkowych i cytoplazmy [...]7, gdzie lokalizujg si¢ oczywiscie nie geny, lecz kodowane przez nie
bialka.

Rozpoczynajacy prace wstep zawiera zwigzly opis réznorodnych bakterii chorobotwérczych i
stosowanych w walce z nimi antybiotykdw i mechanizméw nabywania opornosci, ze szczegélnym
uwzglednieniem bedgcego przedmiotem opisanych w dalszej czesci pracy MRSA. Jest to oczywiscie
niestychanie rozlegta tematyka, Doktorantce udato si¢ jednak znalez¢ whasciwy kompromis miedzy
zwigztoscig a przekazaniem niezbednych do zrozumienia opisywanych badan informacji. Zabraklo
mi tu jedynie wzmianki o potencjalnie istotnym dla projektu zjawisku polegajgcym na tym, ze nawet
zasadniczo wrazliwe na wankomycyne szczepy Staphylococcus mogg znaczgco réznié sie
podatnoscig na antybiotyk. Tu wazne jest rozréznienie migdzy minimalng dawka bakteriobdjcza
(MBC: minimal bactericidal concentration) i minimalng dawka hamujgca (MIC: minimal inhibitory
concentration). Istniejg szczepy wrazliwe na hamujacy wzrost efekt wankomycyny, ale wymagajace
o wiele wigkszych stezen do osiagnigcia efektu bakteriobojczego. Takie szczepy o stosunku
MBC/MIC>32 nazywa si¢ szczepami tolerujacymi wankomycyne (VT-MRSA). Jestem ciekaw, jak
pod tym wzglgdem wygladat uzyty w projekcie szczep i jak miato si¢ uzyte stezenie antybiotyku
(opisane jako subletalne) do wartosci MIC i MBC?

W dalszej cze$ci wstepu znalazlo si¢ zwigzte wprowadzenie do problematyki translacji u bakterii
1 wyczerpujgce omowienie mechanizméw regulacji translacji przez zmiany struktury drugorzedowe;
mRNA, na badaniu ktérych zasadzat si¢ projekt badawczy.

Po lekturze wstepu nie mam zadnych watpliwosci, ze Doktorantka wykazuje si¢ rozlegta ogdlng
wiedzg teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne, obejmujaca zagadnienia mikrobiologii, biologii
molekularnej i bioinformatyki, i przez to spetnia ustawowe wymagania stawiane przed kandydatami
do uzyskania stopnia doktora.

Czgs¢ opisujgeca materialy i metody zostata przygotowana starannie i wyczerpujaco i zawiera
wszystkie informacje niezbedne do pozytywnej oceny zastosowanych metod badawczych. Jedynie,
biorge pod uwage to, ze istotnym wktadem Doktorantki bylo przygotowanie programéw i potokéw
obliczeniowych, uwazam, iz cennym uzupetnieniem tej czgsci pracy bylby adres repozytorium z
kodem zroédtowym.

W sekcji 3.10.2 Autorka opisuje stworzone na potrzeby projektu narzedzie bioinformatyczne —
potok obliczeniowy do mapowania odczytéw do genomu referencyjnego i filtrowania zmapowanych
odczytéw na podstawie pokrycia z okreslonymi regionami adnotacji. Na s. 63, Doktorantka pisze, ze
narzgdzie umozliwia analiz¢ w trybie genomicznym lub transkryptomicznym, a nastepnie
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eksperymentéw  transkryptomicznych (RNA-seq, Ribo-seq i SHAPE-MaP to techniki
transkryptomiczne)?

Czysto edytorska uwaga jest natomiast to, ze sekcje 3.3.1 1 3.3.2 zawierajgce ogdlny opis uzytych
w eksperymencie antybiotykow pasujg bardziej do wstepu, niz do czesci przeznaczonej zasadniczo
na protokoly eksperymentalne. Podobnie techniczng uwagg jest to, ze w podpisie do Ryc. 6 podano,
ze rejon wigzacy rybosom ma dlugos¢ 5 nt, podczas gdy na samej rycinie przedstawiona jest
sekwencja konsensusowa o dtugosci 6 nt. Na podstawie lektury tej czesci pracy nie mam jednak
watpliwosci co do tego, ze Doktorantka opanowata warsztat metodologiczny i wykazata si¢
umiejetnoscia prowadzenia samodzielnej pracy naukowej.

Punktem wyjscia dla opisanych w rozprawie badan jest hipoteza, ze w odpowiedzi na stres
antybiotykowy bakterie reguluja ekspresje gendéw za pomocg modulacji wydajnosci translacji
zaleznej od struktur przestrzennych mRNA. Jak wykazala to Autorka we wstepie, takie mechanizmy
sa u prokariontéw powszechne, idea zbadania ich roli w odpowiedzi MRSA na antybiotyki jest zatem
ze wszech miar uzasadniona. Pomyst przeprowadzonych badan nalezy zatem oceni¢ wysoko.
Podobnie, na bardzo wysoka ocene¢ zastluguje wyboér technik, ktorymi Doktorantka postuzyta si¢ w
realizacji projektu. Jednoczesne zastosowanie protokotu Ribo-seq i SHAPE-MaP pozwala na
powigzanie zmian w aktywnosci translacyjnej ze zmianami w strukturze mRNA i stanowi bardzo
wartosciowy 1 nowatorski aspekt pracy.

Rezultaty projektu zebrane zostaly w sekcji taczacej wyniki z dyskusja, co jest przyjetym
sposobem opisywania projektow polegajacych na analizie danych szeroko pojmowanej genomiki. W
pierwszym etapie Doktorantka przeprowadzita wstepng, cho¢ niezwykle istotng obrébke uzyskanych
danych sekwencyjnych, ktora pozwolita na konkluzje, ze sg one dobrej jakosci i moga stanowic
podstawe wiarygodnych analiz réznicowych. Nastepnie przeprowadzone zostaly analizy
porownawcze dla wykazania roznic w poziomie transkryptow, aktywnosci translacyjnej i
reaktywnosci strukturalnej mRNA pomigdzy kontrolg a bakteriami poddanymi dziataniu antybiotyku.
W poréwnaniach poziomu mRNA i aktywnosci translacyjnej uderzajace jest to, ze raczej wbrew
oczekiwaniom, istotne statystycznie roznice zaobserwowano tylko dla pojedynczych genow. Do tego,
wbrew temu, co Doktorantka stwierdza na s. 86-87 (,,[...] roznice w zmianie poziomoéw translacji
(Ryc.11) sg powigzane z réznicami w zmianach poziomu mRNA (Ryc. 9).”), jedyny gen wykazujgcy
istotng réznice w poziomie mRNA (SAV_RS13050) nie dat istotnych statystycznie réznic w
aktywnosci translacji.

W tym miejscu pojawié si¢ moze pytanie o przyczyny tak niewielkiej liczby istotnych
statystycznie r6éznic, mimo tego, ze w literaturze znalezé mozna wiele przykladow genow
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specjalista w tej konkretnie tematyce, zastanawiam si¢, czy nie jest to zwigzane z bardzo krétkim
czasem ekspozycji na antybiotyk w eksperymencie. Opis w sekcji 3.4 sugeruje, ze po dodaniu
antybiotyku inkubacj¢ prowadzono przez 30 minut. Tymczasem w przyktadowych publikacjach (np.
Rose i wsp. 2012 Antimicrobial Agents and Chemotherapy 56:4422-27) zmiany ekspresji genéw pod
wplywem wankomycyny pojawialy si¢ po czasie wielu godzin. W pracy Abdelhady i wsp. 2015 (J
Antimicrob Chemother. 70(5):1443-52) po 2h ekspozycji na antybiotyk nie widaé¢ zmian ekspresji
badanych genéw, zaczynaja si¢ one manifestowa¢ dopiero po 4h. Podobnie w badajacej zmiany
ekspresji krotkich RNA pracy Howden i wsp. 2013 (Antimicrobial Agents and Chemotherapy
57:3864-74) wigkszos¢ réznic pojawia si¢ po 6h inkubacji z wankomycyng (a tylko czes¢ po 2h).
Oczywiscie regulacja translacji przez zmiany struktury RNA powinna by¢ mechanizmem szybkim,
ale czy ograniczeniem nie jest tez czas penetracji antybiotyku do komorek? Czy zastosowanie
dhuzszej inkubacji z antybiotykiem nie pozwolitoby na uzyskanie bardziej znaczacych wynikow?

Najwiecej istotnych réznic dostarczyta analiza reaktywnosci (struktury) RNA w eksperymencie
SHAPE-MaP. Tu jednak znowu zwraca uwagg to, ze sposrdd zidentyfikowanych réznic, zadna nie
pokrywa si¢ z istotnymi réznicami w aktywnosci translacyjnej, nie udato si¢ zatem przekonujaco
wykaza¢, ze w odpowiedzi na antybiotyk uruchamiane sa mechanizmy kontrolujgce translacje
poprzez zmiany struktury RNA. Nie jest to w mojej opinii zarzut wobec pracy — wyniki negatywne
sg nieodlgczng czgscig pracy badawczej i tez niosg istotng warto$¢ poznawcza, zwlaszcza w
przekrojowych analizach genomicznych. Wcigz jednak zastanawiam sie, czy wydluzenie czasu
ekspozycji na antybiotyk nie pozwoliloby na zaobserwowanie bardziej wyraznych i latwiejszych w
interpretacji trendow.

Mimo braku wyraznego sygnalu w najprostszych analizach réznicowych, Doktorantka
kontynuowata eksploracje uzyskanych danych za pomoca bardziej zaawansowanych technik
statystycznych i obliczeniowych, w tym z wykorzystaniem opracowanego samodzielnie programu
pomagajgcego powigza¢ zmiany struktury mRNA ze zmianami aktywnosci translacyjnej. Niezaleznie
od tego, co udato si¢ (lub nie) uzyska¢ z analizowanych w projekcie danych, opracowanie tego
narzedzia (opisanego w sekcji 4.1.6) i calego zestawu analiz statystycznych uwazam za duze
osiggniecie naukowe i istotny wktad Doktorantki w rozwdj nauki. Po raz kolejny Doktorantka
wykazala si¢ duza wiedzg i umiej¢tnoscig rozwigzywania probleméw naukowych, a takze godna
podziwu wytrwatoscia.

Zachgcona obiecujgcymi wynikami wstepnej analizy MDS danych aktywnosci translacyjne;j,
Doktorantka przeprowadzita staranng i doglebng analiz¢ klastrowania uzyskanych za pomoca
swojego narzgdzia danych zbierajacych rozne typy rezultatow. Okazalo sie¢ jednak, ze optymalne
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bez uwzgledniania réznic w aktywnosci translacji. Mozna byto sie tego spodziewaé, biorgc pod
uwagg to, ze wlasciwie tylko eksperyment SHAPE-Map wykazat istotne roznice migdzy warunkami
hodowli w wigkszej liczbie genow. Waznym i ciekawym wynikiem jest natomiast to, Ze najwieksza
wartos$¢ majg dane uwzgledniajace sekwencje RBS i kodon start, w poréwnaniu z danymi zbiorczymi
dla dtuzszego odcinka mRNA, czy krotszymi motywami pojedynczo.

W dalszym ciggu pracy Doktorantka poszukiwata korelacji pomigdzy zmianami w strukturze
mRNA a zmianami w aktywnosci translacyjnej. Poniewaz wczesniejsze analizy wykazaly, ze
wigkszo$¢ réznic w aktywnosci translacyjnej byla nieistotna, uzyskanie stosunkowo stabych
wspotczynnikow korelacji nie jest zaskakujace. Jedynie dane strukturalne daty si¢ optymalnie
wykorzysta¢ w klastrowaniu, trudno wigc oczekiwacé istotnych korelacji miedzy zmianami struktury
a zmianami aktywnosci translacyjnej. Ponownie jednak, za sukces naukowy mozna uzna¢ samo
opracowanie $ciezki takich analiz, niezaleznie od uzyskanych wynikow. Ta cze$¢ analizy nasuwa tez
pytanie — jak opisywane od s. 113 i na Ryc. 30 ,,¢wiartki” wykresow majg si¢ do zidentyfikowanych
wcezesniej klastrow? Zbedne jest tez w wykresach takich, jak na Ryc. 30 pokazywanie catych
macierzy 3x3 — korelacja jest relacja symetryczna, wigc macierz tez jest symetryczna, a na jej
diagonalnej zawsze bedg wartosci 1 (korelacja zbioru samego z sobg), wystarcza wigc 3 polaz 9. Z
kolei, potencjalnie interesujgcg jest obserwacja (na s. 114), ze wartosci wspdtczynnika korelacji sg
wyzsze, gdy w pordéwnaniach jest hodowla traktowana wankomycyna. Czy na tej (i reszty wynikoéw)
podstawie mozna stwierdzi¢, ze wankomycyna silniej wptywa na struktur¢ mRNA i translacj¢ od
cefotaksymu?

W opisywanych od s. 115 analizach Doktorantka podejmuje si¢ ,,wyodrebnienia modutow
regulacyjnych” zwigzanych z reakcjg na antybiotyk. Trudno tu oczekiwac istotnych rezultatow, skoro
wczesniejsze analizy nie wykazaty istotnych réznic w aktywnosci translacyjnej i ekspresji mRNA (z
wyjatkiem pojedynczych genéw), moduléw takich nie udalo sigtez klarownie wyodrgbni¢ w
klastrowaniu. Nie oznacza to jednak, ze ta cze$¢ analizy byla zbgdna — jak i poprzednio, tak i tu
cennym osiagnieciem jest opracowanie metody, ktéra pozwoli na uzyskanie wartosciowych
informacji na podstawie bogatszych w sygnat zbioréw danych. Dotyczy to tez analizy kategorii GO
identyfikowanych genéw (Ryc. 32-35), z tym, ze tu nalezaloby wyniki odnies¢ do udziatu
odpowiednich kategorii w adnotacji calego genomu (analiza wzbogacenia).

Zgodnie z regutami pisania tekstow naukowych, w ktorych wyniki i dyskusj¢ potaczono w jedna
cato$é, Doktorantka umiescita na koncu zwiezte podsumowanie najwazniejszych rezultatow. W
odniesieniu do tej czesci mam jedng uwage — na s. 126 Autorka sugeruje, ze ,,[...] mechanizmy
regulacyjne w odpowiedzi na stres antybiotykowy, w tym przypadku zachodza gtéwnie na poziomie

struktury RNA lub transkrypcji, a nie translacji.” Czy wyniki analizy RNA-seq, wykazujace istotng




statystycznie roznice poziomu tylko dla jednego transkryptu nie wykluczaja w tym przypadku
regulacji na poziomie transkrypcji?

Podsumowujac — Doktorantka w trakcie pracy rozwigzala istotny poznawczo i praktycznie
problem i1 wykazala si¢ umiejetnoscia prowadzenia samodzielnej pracy naukowej, spetniajac tym
samym ustawowe wymagania stawiane przed kandydatami do stopnia naukowego doktora. Zar6wno
sformutowane pytania naukowe, jak i zaproponowane przez Doktorantke rozwigzania sg catkowicie
oryginalne i przyczyniaja si¢ do postgpu wiedzy. W podsumowaniu stwierdzam zatem, ze
przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr. Marty Katarzyny Szustakowskiej pt. ,,Rola
struktury drugorzedowej RNA w regulacji translacji w odpowiedzi na stres antybiotykowy u bakterii
anytbiotykoopornych na przyktadzie metycylinoopornego szczepu Staphylococcus aureus” stanowi
oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego i potwierdza ogdlng wiedz¢ teoretyczng
Kandydatki oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Na tej podstawie
stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Marty Katarzyny Szustakowskiej spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. zm.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu do dalszych etapéw postepowania
ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne.
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