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Ocena pracy doktorskiej mgr Mateusza Noszki pt. ,,Charakterystyka
regulonow CemR wybranych chorobotworczych gatunkéow

Campylobacteria”.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Laboratorium Biologii
Molekularnej Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne;j
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pod kierunkiem dr hab. Anny
Pawlik. Zespol kierowany przez Panig dr hab. A. Pawlik jest autorytetem w dziedzinie prac
badawczych dotyczgcych podstawowych procesow komorkowych tj. replikacja chromosoméw
czy cykl komorkowy bakterii, jak i mechanizmy umozliwiajgce bakteriom adaptacje w
srodowisku. Prowadzone przez zespél badania dotyczg zardwno promieniowcow, jak i bakterii
chorobotwérczych rzedu Campylobacterales, ktérego przedstawicielami sg Helicobacter
pylori, Campylobacter jejuni, Arcobacter butzleri.
Pracg doktorskg Pana mgr Mateusza Noszki stanowi zbior dwdch prac eksperymentalnych,
spdjnych tematycznie, opublikowanych w prestizowych czasopismach naukowych o
sumarycznym wspofczynniku cytowalnosci IF 19.7, oraz rozdziatu uzupeliajacego badania
opublikowane w pracy Noszka et al. ,,CemR atypical response regulator impacts energy
conversion in Campylobacteria”, mSystems, 9, 8, 2024. W obu pracach eksperymentalnych
Doktorant jest pierwszym autorem, a zataczone o$wiadczenia wspdlautordw nie pozostawiaja
zadnych watpliwosci co do Jego kluczowej roli w realizacji opisywanych badan.
Przedmiotem zainteresowania Doktoranta sg biatka regulatorowe HP1021, Cj1608 i Abu0127

zidentyfikowane odpowiednio u Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni i Arcobacter
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butzleri. Wspomniane gatunki to mikroaerofilne, chorobotwércze bakterie przewodu
pokarmowego czlowieka bedace czynnikiem etiologicznym rozwoju choroby wrzodowej i
nowotworow zotadka, a takze wywotujgce biegunki czy nawet bakteremie. Z uwagi na warunki
bytowania, bakterie te zaréwno w trakcie infekcji, jak i ich transmisji narazone sg na szereg
czynnikéw  szkodliwych takich jak: pH, temperatura, dostep do tlenu czy produkcja
reaktywnych for tlenu. Z tego tez wzgledu konieczne jest przystosowanie si¢ bakterii do
zmieniajacych sie warunkéw $rodowiskowych poprzez zmiane ich metabolizmu i oddychania
z udzialem okreslonych biatek regulatorowych. Z uwagi na fakt, ze ludzki zofadek jest
unikalnym siedliskiem dla H. pylori, ktore zapewnia jednoczeénie stosunkowo stabilng nisze
pozbawiong konkurencji ze strony innych mikroorganizméw, drobnoustrdj ten ma niezwykle
maly repertuar regulatoréw transkrypeji. Caly genom H. pylori koduje jedynie 17 czynnikéw
transkrypeyjnych, ktére pozwalajg utrzymad homeostaze komorki i odpowiadaja na sygnaty ze
srodowiska takie jak niskie pH, dostep do skladnikéw odzywczych, tlenu i metali, czy
odpowiedz na komérki uktadu immunologicznego gospodarza. Nalezy podkreslic, ze H. pylori
nalezy do organizmdw o najmniejszej liczbie systeméw dwuskfadnikowych, ktérych genomy
zostaly do tej pory zsekwencjonowane. W genomie tej bakterii zidentyfikowano tylko trzy
kinazy histydynowe i pig¢ regulatorow odpowiedzi zaangazowanych w regulacje transkrypcji.
Jednak dwuskladnikowe systemy H. pylori okazaly si¢ odgrywa¢ wazna role zarowno we
wzroscie organizmu in vitro, jak i jego zdolnosci do kolonizacji.
W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej Pan mgr M. Noszka podjal sie
identyfikacji i charakterystyki dotad malo poznanych, bialek regulatorowych HP1021,
Cj1608 i Abu0127, nalezacych do grupy atypowych, sierocych regulatoréw odpowiedzi,
wykorzystujac szereg technik omicznych takich jak: RNAseq, CHIPseq i LC-MS/MS.
W pierwszej publikacji Doktoranta, wlgczonej do pracy doktorskiej (Mateusz Noszka ,
Agnieszka Strzatka , Jakub Muraszko , Rafat Kolenda, Chen Meng, Christina Ludwig, Kerstin
Stingl & Anna Zawilak-Pawlik. Profiling of the Helicobacter pylori redox switch HP1021
regulon using a multi-omics approach. 2023, Nature Communications, 14:6715), autorzy

skupiajg si¢ na obszernych badaniach biatka HP1021 jako ,.przelgcznika” redox, Badania te
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obejmujg analizy transkryptomiczne, proteomiczne, oraz interakcji DNA-bialko. Autorzy w tej
pracy szczegOling uwagg skupiajg na bardzo slabo dotad poznanym zagadnieniu odpowiedzi

H. pylori na stres oksydacyjny udowadniajac udziat biatka regulatorowego HP1021 w szlaku
typowej odpowiedzi na czynniki ROS oraz w metabolizmie weglowodandéw i pobieraniu
obcego DNA. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem ChIP-seq pozwolity na identyfikacje
100 miejsc wigzania si¢ HP1021 w genomie H. pylori, gléwnie w rejonie sekwencji
promotorowych wplywajgc tym samym na transkrypcje genow. Analizy transkryptomiczne
szezepu dzikiego H. pylori NG oraz jego mutanta AHP1021 w warunkach wzrostu
mikroaerofilnego lub w warunkach stresu tlenowego pozwolily na wykazanie, ze az 30%
genéw uleglo zmienionej ekspresji w warunkach stresu tlenowego w szczepie dzikim a jedynie
dla czterech zaobserwowano zmiang ekspresji w mutancie AHP1021. Ogétem regulon HP1021
ma wplyw na ekspresjg 497 genow, z czego az 407 zwiazanych jest ze stresem oksydacyjnym.
Bardzo interesujacym spostrzezeniem jest zidentyfikowanie 48 miejsc wigzania si¢ biatka
HP1021 w obrebie genéw lub operondw transkrybowanych odmiennie w genomie mutanta
AHP1021, co wskazuje na ich bezposrednig regulacje przez badane biatko. Tak duza liczba
genow ulegajacych zmienione] ekspresji $wiadczy o zaangazowaniu tego biatka w regulacje
wielu szlakow i procesow zachodzacych w komorkach H. pylori, takich jak: stres oksydacyjny,
metabolizm energetyczny, translacja, biogeneza $ciany komorkowej, metabolizm lipidow i
inne. Z tego wzgledu Autorzy publikacji wybrali do szczegotowej analizy geny 0 zmienionej
ekspresji w odpowiedzi na stres oksydacyjny, zwigzane z metabolizmem glukozy i pobieraniem
DNA, ktére sg regulowane przez HP1021. W odpowiedzi na stres oksydacyjny zauwazono, ¢
dwa geny katA i rocF sg bezposrednio regulowane przez HP1021, a w mutancie AHP1021
poziom arginazy Rock wzrasta 20-krotnie, sugerujac jego kompensatorowg role w przypadku
braku HP1021. W tym miejscu chcialabym zapytaé Doktoranta; Czy znane s3 bialka
partnerskie dla RocF, dla ktorych wykazano oddzialywanie, co sugerowaloby mechanizm
RocF- zaleznej odpowiedzi na stres oksydacyjny w komérkach H. pylori? Zaskakujacym
spostrzezeniem jest fakt zmienionego poziomu tak niewielu bialek w warunkach stresu

oksydacyjnego zaréwno w szczepie dzikim, jak i mutancie AHP1021, w poréwnaniu do
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zmienionej ekspresji tak wielu gendéw, co autorzy tlumacza min. potranslacyjnymi
modyfikacjami bialek. Czy nie byloby interesujacym odwrdcenie badan a mianowicie
analiza proteasomu i poszukiwanie czynnikéw regulujacych procesy degradacji lub
modyfikacji bialek w warunkach standardowego wzrostu i w warunkach stresu
oksydacyjnego dla badanych szczepow?

Bardzo ciekawg hipoteze postawili Autorzy odnosnie pobierania obcego DNA przez komorki
H. pylori, jako ,,wygaszacza” ataku na skutek reaktywnych form tlenu lub jego wykorzystania
jako zrodla energii czy blokow budulcowych (rybonukleotydy). Czy ta hipoteza bedzie dalej
weryfikowana, a jesli tak to prosze¢ przyblizy¢ jej zalozenia?

Kolejne zagadnieniem, ktoremu Autorzy przyjrzeli sie blizej w tej publikacji dotyczyt
pobierania glukozy i homeostazy energetycznej. W tyk miejscu, pragne podkresli¢, ze
Doktorant wraz ze wspotautorami, po raz pierwszy wykazali, ze GluP jest jedynym
transporterem glukozy dla komoérek H. pylori, co udowodniono poprzez konstrukcje mutanta
pozbawionego funkcjonalnego biatka i analizy fenotypowe szczepdéw. Jednoczesnie
udowodniono, ze HP1021 kontroluje pobieranie glukozy poprzez regulacje transkrypcji GluP.
Moim zdaniem Autorzy bardzo trafnie konkluduja przeprowadzone badania, zwracajgc
uwage, ze zwickszona synteza RNA u tego gatunku moze by¢ zwiagzana z pochlanianiem
DNA, aby chroni¢ komorki H. pylori przed szkodliwym dzialaniem ROS. Jednoczesnie
zintensyfikowana synteza RNA wymaga elementéw budulcowych i energii, pochodzacej
ze zwiekszonego poziomu glukozy i przekierowania metabolizmu w kierunku szlaku
pentozo-fosforanowego przez HP1021.

W drugiej publikacji Doktoranta (M. Noszka, A. Strzalka, J. Muraszko, D. Hofreuter, M.Abele,
Ch. Ludwig, K. Stingl, A.Zawilak-Pawlik, CemR atypical response regulator impacts energy
conversion in Campylobacteria, mSystems, 9. 8, 2024, Autorzy skupili si¢ na dwdch stabo
scharakteryzowanych biatkach regulatorowych Cj1608 i Abu0127, odpowiednio z C. jejuni
NCTC 11168 i A. butzleri RM4018. Aby poznaé funkcje tych biatek, skonstruowano mutanty
pozbawione funkcjonalnych regulatoréow i poddano je, podobnie jak w pierwszej publikacji,

analizom transkryptomicznym i proteomicznym w optymalnych warunkach wzrostu i stresu
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oksydacyjnego. Zgromadzone wyniki wskazujg, ze badane biatka Cj1608 i Abu0127, nazwane

regulatorami energii i metabolizmu (CemRs), wspomagaja oszcz¢dzanie energii w komorkach

bakteryjnych, w odpowiedzi na dostgpnos¢ tlenu, poprzez kontrolowanie szeregu szlakow
metabolicznych i oddechowych. Z przeprowadzonych analiz transkryptomu i proteomu
szezepu kontrolnego C. jejuni NCTC 11168 i mutanta delecyjnego ACj1608, hodowanych w
warunkach mikroacrofilnych oraz w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego
parakwatem, zaobserwowano podobnie jak dla H. pylori, zmiang w ekspresji bardzo duzej
liczby gendw. Zauwazono, ze Cj1608 wplywa na transkrypcj¢ az 585 genow oraz zmienia
poziom ekspresji 156 biatek w C. jejuni NCTC 11168, z czego najwigee;] zwigzanych jest z
cyklem kwasow trojkarboksylowych (TCA) i metabolizmem azotu.

Podobnie jak w przypadku C. jejuni, aby wyjasnié rolg biatka Abu0127, pochodzacego ze
szezepu A. butzleri, w kontrolowaniu ekspresji genéw i odpowiedzi na stres oksydacyjny
przeprowadzono analizy transktyptow (RNA-seq), a takze biatek (LC-MS/MS) szczepu
dzikiego A. butzleri RM4018 i mutanta delecyjnego AAbu0127 w warunkach srodowiska
naturalnego i stresu oksydacyjnego. Przeprowadzone analizy transkryptomiczne i proteomiczne
wykazaly, ze Abu0127 wplywa na transkrypcj¢ az 904 genow i poziom ekspresji 124 biatek w
szezepie A. butzleri RM4018, przy czym najwigksze zmiany zauwazono dla grupy gendw
zwigzanych z fosforylacja oksydacyjng. Otrzymane wyniki badan jednoznacznie pokazuja, ze
Abu0127 reguluje szlaki energetyczne poprzez bezpoérednig kontrolg ekspresji genow w
odpowiedzi na warunki tlenowe, co zostato przedstawione na przyktadzie nuoB. Badania te
pozostajg w zgodzie z analizami przeprowadzonymi dla biatka Cj1608.

Bardzo ciekawym spostrzezeniem Autoréw jest fakt, ze w szczepach pozbawionych
funkcjonalnych CemR, zostala utracona kontrola transkrypcji nad genami, ktorych ekspresja
byla zalezna od poziomu tlenu (np. gltd u C. jejuni, operon nuoA-N u A. buizleri, czy
oksydoreduktaza pirogronian: ferredoksyna u H. pylori). Trzecia czgs¢ pracy doktorskiej
napisana zostala w formie manuskryptu i jest kontynuacja badan opublikowanych przez

Autoréw w mSystems. W tej czesci doktoratu mgr M. Noszka opisuje miejsca wigzania sig
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biatek Cj1608 i Abu0127 na chromosomie odpowiednio C. jejuni i A. butzleri poprzez analizy
ChIP — seq. Zastosowanie dwoch réznych algorytméw bioinformatycznych (MACS3 i edgeR)
pozwolito Doktorantowi zidentyfikowa¢ 60 wspdlnych miejsc wigzania si¢ na genomie dla
CjCemR, ktére w wigkszosci zlokalizowane byty w poblizu miejsc rozpoczecia si¢ transkrypcji
dla genéw zwigzanych z produkcja i oszczedzaniem energii (permeaza L-laktanu, lctP;
dehydrogenaza izocytryninowa , ide; oraz genéw tRNA. Otrzymane wyniki CHIP-seq
wskazujg ze CjCemR odgrywa kluczows role w regulacji metabolizmu i produkcji energii.
Podobne badania przeprowadzit Doktorant dla biatka AbuCemR wskazujac miejsca wigzania
si¢ badanego biatka w genomie 4. butzleri. Wykorzystane przez mgr M. Noszka narzedzia
informatyczne MACS i edgeR pozwolity na identyfikacje 410 i 8 micjsc wiazania odpowiednio,
z czego 6 bylo potwierdzone w obu przypadkach, w tym dla icd i syntetazy ATP.
W tym miejscu cheiatabym zapyta¢ jaka jest przyczyna tak duzej roznicy w identyfikacji
miejsc wigzania si¢ badanych biatek przy wykorzystaniu narzedzi MACS i edgeR? Czy
wylacznie wynika to z jakoSci przeciwcial wykorzystywanych do badan?
Tematyka badan podjetych przez Doktoranta jest ztozona i pomimo uzyskania ogromu danych
omicznych w obecnej chwili nie jest mozliwe zaproponowanie mechanizmu kontrolujacego
aktywnos¢ nietypowych regulatoréw odpowiedzi, CemR. Poznanie takiego mechanizmu
bedzie z pewnoscig dla Doktoranta nowym wyzwaniem na kolejne lata pracy. Na podstawie
przeprowadzonych dotad badah mozna stwierdzi¢, ze CemR jest globalnym regulatorem
odpowiedzi komérki na zaburzenia réwnowagi metabolicznej redoks spowodowane
warunkami $rodowiskowymi, takimi jak: dostep tlenu, czy obecnosé reaktywnych form tlenu.
Publikacje stanowigce podstawe recenzowanej pracy doktorskiej zostaty poprzedzone
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz krétkim wprowadzeniem w Jjezyku
angielskim opisujgcym cel pracy i najwazniejsze osiggniccia prezentowanych prac

eksperymentalnych wraz z odpowiednio zacytowang literature naukowg. Rozdzial 4. Rozprawy
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doktorskiej stanowig wnioski, ktére trafnie w punktach podsumowuja najwazniejsze
osiggniecia Doktoranta z dotychczas przeprowadzonych badan.

Na zakoficzenie chciatabym podkresli¢ bardzo duze do$wiadczenie naukowe, wiedzg i
wiclka dojrzato$é Pana mgr M. Noszki, czego dowodem sg publikacje naukowe o facznym IF
59,16 i liczbie punktow MNiSW 880, opublikowane w prestizowych czasopismach o zasi¢gu
miedzynarodowym tj. Nature Communication, Nucleic Acid Research, Molecular
Microbiology. Pan mgr M. Noszka brat takze czynny udzial w prezentowaniu wiasnych
wynikow badan na wielu konferencjach krajowych i zagranicznych. Ma takze na swoim koncie
wyréznienia i nagrody, oraz zdobyte doswiadczenie zawodowe na krotkich i dtuzszych stazach
naukowych w Niemczech, Anglii i Hiszpani. Co jest warte podkreslenia, Doktorant pomimo
mlodego wieku ma juz doswiadczenie w zdobywaniu funduszy na badania wiasne i jest
kierownikiem grantu Preludium 21 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Pan mgr
M. Noszka ma takze na swoim koncie kierowanie grantem unijnym ufundowanym przez
European Proteomics Infrastructure Consotrium EPIC-XS (0000446). Uwazam, ze Pan mgr M.
Noszka jest wybitnym, mtodym naukowcem, ktoremu nalezy zyczy¢ dalszych sukcesow i wielu
odkry¢ naukowych.

Podsumowanie:

Po szczegolowym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pana mgr Mateusza Noszki
uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera oryginalne i bardzo
wartosciowe wyniki i spetnia warunki okre$lone w art. 187 ust.1-4 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (1.j. Dz. U.2023 poz.742 z pozn. zm. Wnoszg do Rady Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie mgr. Mateusza Noszki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
7z uwagi na wybitne osiggnigcia naukowe Pana mgr M. Noszki i uzyskanie niezwykle waznych
wynikow oraz jako$é naukowa ocenianej pracy prosz¢ Szanowng Rade o nagrodzenie pracy

doktorskiej Pana mgr Mateusza Noszki przewidziang w regulaminie nagroda.

Anna Brzostek




