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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Karoliny Ambroziak pt ?Dwukomponentowy system transdukeji

sygnalu PdtaS w regulacji proceséw metabolicznych u mycobakterii.”

Rozprawa doktorska przygotowana podczas Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich
Mikrobiologii, Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej Wydzial Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Eédzkiego, wykonana w Instytucie Biologii Medycznej PAN w
Y.odzi.

Promotor pracy : Profesor dr hab. Jarostaw Dziadek,

Promotor pomocniczy : Doktor Renata Plocinska

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy bardzo istotnego zagadnienia jakim jest
zdolno$¢ adaptacyjna rodzaju Mycobacterium do $rodowiska makroorganizmu w trakcie
zakazenia. Tematyka pojetych przez Autorke badan jest bardzo interesujgca nie tylko pod

wzgledem poznawczym ale i aplikacyjnym.

Po raz pierwszy dwuskladnikowy system regulacyjny (two-component system, TCS) zostat
opisany w 1986 roku przez Nixona i wsp w pracy dotyczace] wysokiej konserwatywnosci
sekwencji aminokwasowych. W tym samym roku Ninfa AJ i Magasanik B w pracy

opublikowanej w Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of




America stwierdzili, ze dwuskiadnikowy system regulacyjny moze kontrolowaé asymilacje
azotu u bakterii poprzez fosforylacje bialek. Te dwa odkrycia zapoczgtkowaly ogromne
zainteresowanie tematyka dwusktadnikowych systemdéw regulacyjnych, ktére trwa do dnia

dzisiejszego.

Dwukomponetowy systemu regulacyjny wystepuje powszechnie w komérkach bakterii i
odgrywa wazng role w regulacji proceséw zyciowych takich jak: koniugacja, sporulacja,
tworzenie biofilmu, bioluminescencja, synteza antybiotykéw. System ten uczestniczy
réwniez w regulacji szlakéw metabolicznych 1 bierze udzial w transporcie substancji
odzywczych 1 jondéw oraz umozliwia adaptacje do zmieniajgcych sie warunkéw
$rodowiskowych takich jak temperatura, pH, ci$nienie osmotyczne poprzez regulacje
ekspresji okreslonych gendw. Do chwili obecnej opisano kilkaset tego typu systemow, przy
czym funkcja wielu z nich nie zostala jeszcze dokladnie poznana. Wyniki badan
opublikowane w ostatnim okresie czasu zwracajg uwage, ze dwuskladnikowe systemy
regulacyjne moga stanowi¢ nowe potencjalne miejsca dzialania lekéw. Ma to szczegbine
znaczenie w erze narastajgeej lekoopornoscei drobnoustrojéw na obecnie znane antybiotyki i
chemioterapeutyki. Ponadto warto podkreslié, ze lekooporno$¢ pratkdéw gruZlicy na leki
przeciwprgtkowe jest waznym problemem zdrowia publicznego, ktéry zagraza postepowi w
leczeniu 1 kontroli nad tg zakaZzng choroba na calym $wiecie. Sama choroba, w tym
szczegolnie jej formy lekooporne sg bardzo niebezpieczne, zagrazaja zdrowiu i Zyciu-
cztowieka. W skali kraju powodujg ogromne wydatki spowodowane absencja chorobows,
dhugimi pobytami w szpitalu oraz bardzo wysokimi naktadami finansowymi pokrywanymi z
budzetu panstwa na leczenie chorych. Jeden chory pratkujacy moze zakazi¢ rocznie okolo 10-
15 oséb z otoczenia, w szczegblnie sprzyjajacych warunkach ftransmisji choroby liczba
zakazonych moze by¢é duzo wieksza, Jeden pratkujacy moze zakazié nawet kilkaset 0s6b.
Ryzyko przeniesienia choroby na inne osoby wzrasta w przypadku gruzlicy opornej na leki,

poniewaz wydluza si¢ znacznie czas zakaznosci chorych.

Badania zaplanowane przez Doktorantke doskonale wpisujg si¢ w aktualng swiatows
tematyke badan dotyczgca nowych lekéw przeciwpratkowych, poniewaz to wiasnie w terapii
gruzlicy pilnie potrzebne sg nowe leki, i tematyke badan Promotora pracy Pana Profesora
Jarostawa Dziadka, wybitnego specjalisty rodzaju Mycobacterium. Tym samym w mojej

ocenie wnoszg do niej elementy, ktére w przyszlodci pozwolg na opracowanie nowych




skutecznych lekéw do leczenia gruzlicy, szczepionek, pozwola zrozumieé mechanizm

latentnego zakazenia pratkami gruzlicy i przej$cia w aktywng postaé choroby.

Ukiad pracy jest typowy, zawiera wszystkie rozdzialy przyjete zwyczajowo w pracach
doktorskich. We wstepie Autorka opisala rodzaj Mycobacterium, jego epidemiologie,
mechanizmy  lekooporno$ci,  schematy  leczenia  gruzlicy,  scharakteryzowata
dwukomponentowe i niekanoniczne systemy transdukcji sygnatu pratkéw. Chciatabym
podkresli¢, ze wprowadzenie napisane jest przez Doktorantke w sposob zwiezly, mimo ze

zakres tematyczny wstepu jest bardzo szeroki.

Wywiazujac sig z obowigzku Recenzenta musze jednak zglosi¢ pewne uwagi.

Str 22 Proponujg zweryfikowaé w oparciu o Zrédtowa literature definicje gruzlicy opornej na
leki, miedzy innymi TDR

Str 27 Zweryfikowaé definicjg lekoopornosei pierwotnej

Str 33 Przyczyn nieskutecznego leczenia gruzlicy jest zdecydowanie wigcej (nie tylko
mechanizmy lekoopornosci)

Str 33 Mycobacterium tuberculosis jest naturalnie wrazliwy na leki przeciwpratkowe

Glownym celem pracy mgr Karoliny Ambroziak bylo okreslenie udziatu histydynowej kinazy
PdtaS oraz bialka regulatorowego PdtaR w regulacji proceséw metabolicznych pragtkéw.
Gl6éwny cel pracy byt realizowany poprzez:

1. Konstrukcj¢ ukierunkowanych mutantéw M. smegmatis oraz M. tuberculosis

pozbawionych funkcjonalnego genu pdtaS.

2. Globalng analizg transkryptoméw M. smegmatis oraz M. tuberculosis pozbawionych
funkcjonalnego genu pdtaS.
3. Globalng analiz¢ metaboliczng z wykorzystaniem technologii mikromacierzy

fenotypowych dla szczepu ApdtaS M. smegmatis.

4, Weryfikacj¢ danych otrzymanych z badari przesiewowych dotyczacych zwigkszonej
wrazliwosci szczepu ApdtaS M. smegmatis na antybiotyki aminoglikozydowe

oraz zwigkszonej opornosci na tetracykling, poprzez okreélenie wartogei MIC (minimalne
stezenie hamujgce wzrost) z wykorzystaniem mikroplytkowego testu Alamar blue.

5. Badanic mechanizméw molekularnych zwiazanych z obserwowanymi zmianami w
lekoopornosci szczepu ApdtaS M. smegmatis, poddanie analizie ilodciowej

1 jakosciowej skiadu rybosoméw, jako miejsca docelowego badanych klas antybiotykéw.




Cele pracy zostaly sformulowane w sposéb przejrzysty i jasno wytyczaja kierunek

prowadzenia badan, s starannie dopasowane do zatozonych celow.

W rozdziale ,Materialy i Metody” Doktorantka zapoznaje czytelnika z zastosowana
metodologig badan, ktére postuzy do realizacji poszezego6lnych etapéw pracy. Jako Recenzent
cheiatabym podkresli¢ zastosowany przez Doktorantke w pracy warsztat badawczy, na ktéry
skladajg si¢ metody z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej i biochemii oraz badania
analityczne z zastosowaniem spektakularnej metody spektrometrii mas. Metodyka badaf
wykorzystanych w pracy opisana jest w sposob jasny i precyzyjny, umozliwiajacy ich
odtworzenie w innym laboratorium. Szeroki wachlarz zastosowanych metod swiadczy o

bardzo dobrym opanowaniu przez Doktorantke nowoczesnego warsztatu badawczego.

Identyfikacja proceséw metabolicznych, ktéry potencjalnie moglyby regulowaé system PdtaS/
R w komoérkach Mycobacterium, zostala przez Autorke zaprojektowana poprzez
skonstruowanie zmutowanych szczepéw M. mberculosis i M. smegmatis pozbawionych

zdolnodei do syntezy funkcjonalnego biatka PdtaS.

W wynikach Doktorantka stwierdzila, ze mutanty szczepu pozbawione funkcjonalnego biatka
PdiaS wykazywaty zmniejszong aktywno$é metaboliczng w obecnodei aminoglikozydéw
(zwigkszong wrazliwo$¢) i zwiekszong oporno$é na tetracykling. Wykazano, ze brak
funkcjonalnego biatka PdtaS wplywa na zmniejszenie wydajnosci translacji oraz ze proces
translacji w komérkach mutanta ApdtaS M. smegmatis jest mniej wrazliwy na obecnogé
tetracykliny. Obserwowany efekt wynika prawdopodobnie z modyfikacji w skladzie
rybosoméw mutanta ApdtaS M. smegmatis a zmodyfikowany sklad rybosoméw moze

skutkowa¢ wigksza wrazliwoscig pratkéw na antybiotyki skierowane przeciwko podjednostce
30S.

Realizujac kolejne cele Doktorantka zbadala wydajnos¢ oddechows mutanta za pomoca
testow redukceji Alamar blue oraz TTC. W pracy nie wykazano istotnych zmian w aktywnodci
oddechowej pomigdzy mutantem M. smegmatis a szczepem typu ,,dzikiego™,

Ponadto Autorka wykazata, ze brak funkcjonalnego biatka PdtaS nie wplywa na proces

przezywalnosei pratkéw w obecnosci reaktywnych form tlenu tub azotu.




Jakie mechanizmy umeozliwiaja Mycobacterium przezycie w makroorganizmie w

obecnosci reaktywnych form tlenu?

Globalna analiza transkryptomoéw szczepéw mutantéw M. smegmatis i M. tuberculosis
wykazala szereg zmian na poziomie transkryptow genéw kodujacych pompy wielolekowej
co sugeruje, ze brak funkcjonalnego biatka PdtaS moze wplywaé na zmiane wrazliwosci
szczepOw pratkéw na antybiotyki. Wykazano zwigkszone MIC dla INH ApdtaS M.

smegmatis oraz trzykrotnie nizszg aktywno$¢ katalazy niz w przypadku szczepu kontrolnego.

Mam pytanie do Doktorantki, czy zna inne mechanizmy opornosci Mycobacterium na
INH ?

Wyniki badaft Doktorantki stanowia oryginalny wklad do badan naukowych dotyczacych
nowych metod walki z gruZlica (leki , szczepionki).

Cele pracy zostaly zrealizowane i podsumowane we wnioskach.

Jako Recenzent uwazam, ze tak rozlegly zakres pracy, zawierajgcy ogromng ilo$é ciekawych
wynikow zostat podsumowany w zbyt matej liczbie wnioskéw (tylko dwa). Reszta wynikow
zawarta zostala w tzw. obserwacjach, ktére moim zdaniem mozna bylo sformutowaé jako

ostateczne wnioski.

Dyskusja wynikéw zawarta jest w 10 stronnicowym oméwieniu. Doktorantka w sposéb

dojrzaty odnosi wlasne wyniki do badan innych autoréw.

Pracg mgr Karoliny Ambroziak koniczy bogaty spis cytowanego pismiennictwa (126 pozycji).
Jest to nowe, wartosciowe, dobrze wybrane piSmiennictwo, pochodzace gléwnie z ostatnich

lat.

Przed przygotowaniem przez Doktorantke pracy do druku proponuje wprowadzenie kilku
zmian merytorycznych i redakcyjnych.
Proszg Autorke o precyzyjne okredlanic w tekscie sformutowan wigksza > lub < mniejsza

lekoopornos¢.  Poréwnujemy dane wartodci ze szezepem wzorcowym, na przyklad

5




poréwnanie uzyskanej wartosci MIC ze szczepem wzorcowym umozliwia czytelnikowi oceng

skali tego zjawiska.

Str 33 Nie stosujemy okreslenia utajona gruzlica, jest to zakazenie latentne . Zastosowanie
terminu gruzlica sugeruje aktywng postac choroby.
Nie stosujemy terminu nawracajaca TB tylko TB nabyta, popierwotna lub wtdrna.

Badajac mechanizmy opornosci Mycobacterium na leki interesuje nas lekoopornosé, a nie
wrazliwo$¢ na leki.

Str 111 Mikromacierze fenotypowe wykazaly, ze aktywnosé metaboliczna mutanta szczepu
M. smegmatis jest zwigkszona w poréwnaniu do szczepu kontrolnego, natomiast klasyczne
metody mikrobiologiczne wykazaly zwiekszona wrazliwos§é zmutowanego szczepu na
dihydrostreptomycyng. Prosze Doktorantke o wyjasnienie, czy poréwnujemy szczepy
(mutanta i kontrolny), czy rézne metody?

Str 118 ,streptomycyna, kanamycyna, izonizyd i kapreomycyna sg lekami stosowanymi w
leczeniu lekoopornej gruzlicy™.
Zgodnie z zaleceniami ECDC i ERS z 2018 roku, na postawie nowych danych naukowych
dotyczacych skutecznosci i bezpieczenstwa, leki stosowane w leczeniu MDR-TB i RR-TB
dzieli si¢ obecnie tylko na 3 grupy. Zrezygnowano ze stosowania kanamycyny 1
kapreomycyny, poniewaz ich dotgczenie zwigksza ryzyko niepowodzenia leczenia 1 wznowy

gruzlicy. Do lekow pierwszego wyboru naleza lewofloksacyna albo moksyfloksacyna,
bedakilina i linezolid..

Moje uwagi w niczym nie umniejszajg wysokie] oceny 1 warto§ci merytorycznej
przedstawionej mi do recenzji pracy Pani magister Karoliny Ambroziak , ktéra jest oryginalna

wartoscig Jej dorobku naukowego.

Podsumowanie
Jako Recenzent stwierdzam, ze zaplanowane i przeprowadzone przez magister Karoling
Ambroziak badania wskazujg na to, Zze jest ona dojrzalym i samodzielnym pracownikiem

naukowym, a wyniki Jej badan stanowig istotny wklad w rozwoju badan dotyczacych nowych
terapii przeciwpratkowych.




Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz.U. nr

65, poz. 5 z pdzn. zm. ).

Pracg przedstawiong mi do recenzji oceniam pozytywnie i zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszezenie Doktorantki mgr Karoliny Ambroziak do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Biorge pod uwage zlozony warsztat badawczy, duzg warto§é poznawczg i aplikacyjna
otrzymanych wynikéw wnioskuj¢ o wyréznienie przedstawionej mi do recenzji

rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Ambroziak.

Z powazaniem

prof. dr hab. n. med. Ewa Augustynowicz-Kope¢
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