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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana magistra Mateusza Noszki

»Characterization of CemR regulons of selected pathogenic Campylobacteria species”

Ostatnie dziesi¢ciolecia badan mikrobiologicznych wykazaly, iz stosowane wezesniej
podstawowe model badawcze, takie jak Escherichia coli czy Bacillus subtilis nie wyjasniaja
wszystkich scenariuszy na poziomie molekularnym u innych bakterii. Odejscie od poczatkowo
uwazanych za uniwersalne modele badawcze spowodowalo skierowanie badan w strone mniej
typowych grup bakterii 1 ich przedstawicieli. Szczegdlnie interesujace i wazne jest to, jesli
wsrod tych bakterii sg mikroorganizmy patogenne, ktérych szczegdtowe poznanie na poziomie
molekularnych mechanizméw i przystosowan do srodowiska jest kluczowe dla pozniejszego
opracowania skutecznej terapii i profilaktyki. Dlatego bardzo cenne sg prace majace na celu
scharakteryzowanie nieznanych do tej pory regulatorow odpowiedzi na wyzwania i stresy
srodowiskowe. Takimi mikroorganizmami, ktore nie tylko stanowig nowe modele badawcze
ale takze stwarzajg realne zagrozenia dla zdrowia ludzi, sg Helicobacter pylori czy
Campylobacter jejuni, oraz mniej poznany, a jednoczesnie coraz bardziej rozpowszechniony
Arcobacter  butzleri. Bakterie te nalezg do klasy  Campylobacteria  (dawna
Epsilonproteobacteria), grupy mikroorganizmdow o wcigz wielu niepoznanych mechanizmach

na poziomie molekularnym. Dlatego wybdr modelu i tematu badawczego niniejszej rozprawy




doktorskiej jest zdecydowanie uzasadniony i wpisuje sie w zakres aktualnych badan w biologii
molekularnej, zaréwno w zakresic badan podstawowych jak i przyszlych mozliwosei
aplikacyjnych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Mateusza Noszki zostala
wykonana w Laboratorium Biologii Molekularnej Mikroorganizmow Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk. Promotorem
rozprawy jest Pani Profesor Anna Pawlik, ktorej zespol od lat zajmuje sie zagadnicniami
podstawowych proceséw komorkowych w organizmach prokariotycznych jak rowniez
mechanizmami adaptacji bakterii do $rodowiska. Korzystajgc z szerokiej wiedzy |
doswiadczenia Pani Promotor, jak rowniez dostgpu do zaawansowanych metodologii biologii
molekularnej, Doktorant przygotowal bardzo dobrg rozprawe o wysokim poziomie naukowym.

Rozprawa doktorska Pana mgr Mateusza Noszki ma posta¢ hybrydowa, skladajac sic z
dwoch publikacji oraz opisu dodatkowych dogwiadcezen uzupelniajgeych te przedstawione w
opublikowanych pracach. Rozprawe uzupelniajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
krotkie sprecyzowanie celu i planu badan oraz konkluzje. Na koncu rozprawy zamieszczono
spis osiggnie¢ naukowych Doktoranta. Taka forma praca jest zgodna z ustawowymi wymogami
(art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2023
r. poz. 742 z pézn.zm.). Zgodnie z ustawa, rozprawa doktorska moze stanowi¢ wyodrebniong
czgS¢ prac zbiorowych pod warunkiem wykazania wkiadu kandydata w powstanie tych prac.
Wklad ten dotyczy¢ powinien zardwno czesci planowania i koncepcji pracy, jak i jej
wykonania, interpretacji 1 przedstawienia wynikow i dyskusji. Ocena udzialu Doktoranta
opiera si¢ na os$wiadczeniach zaréwno samego kandydata, jak i wspodlautorow pracy
zbiorowych. W rozprawie zawarte sg szczegdtowo opisane oswiadczenia, ponadto w obydwoch
publikacjach skladajacych si¢ na rozprawe znajduje sie akapit Authors contributions. Pan
Noszka jest takze pierwszym autorem w obu pracach. Wszystkie te dane bez watpienia
podkreslajg kluczowsg role Doktoranta w powstawaniu tych prac. Udzial ten obejmowal
stawianie hipotez, dobor i optymalizacje metod, wykonanie wigkszosei doswiadczen, analize i
interpretacje wynikow, opracowanie statystyczne i graficzne, udzial w przygotowaniu
manuskryptéw publikacji. Podkresli¢ nalezy rolg¢ Doktoranta w pozyskiwaniu funduszy na
badania — byt on kierownikiem projektu Preludium NCN oraz w czedci proteomicznej projektu
w ramach konsorcjum (European Proteomics Infrastructure Consortium EPIC-XS)
finansowanego z programu Horizon 2020 EU. Jest to bardzo wazny element wspélczesnej
pracy naukowej i wskazuje na odpowiednig droge rozwoju, jakg obrat Kandydat. Tak wiec,
przedstawiona do oceny dokumentacja pozwala na stwierdzenie, ze rozprawa spehnia kryteria
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formalne stawiane pracom doktorskim prezentowanym jako wyodrebniong cze$¢ prac
wieloautorskich. Zaznaczyé nalezy, iz prace wchodzace w sklad rozprawy zostaly
opublikowane w znaczgcych czasopismach o wysokiej renomie oraz bardzo krytycznym
procesic recenzenckim. Sa to: prestizowe Nature Communication, prezentujgce przelomowe
prace w dziedzinach biologicznych 1 mSystems, czasopismo wydawane przez American
Society for Microbiology, ktore publikuje prace z zakresu badan wysokoprzepustowych w
dziedzinie mikrobiologii. Sam fakt opublikowania wynikow w tak liczgeych si¢ czasopismach
swiadczy o wysokiej randze prac, jak roéwniez o ich szerokim zasiggu w srodowisku naukowym.

Celem pracy doktorskiej Pana Noszki bylo scharakteryzowanie regulonow
kontrolowanych przez bialka regulatorowe o nieznanych (lub niedostatecznie poznanych) do
tej pory funkcjach. Byly to biatka pochodzace z trzech patogennych przedstawicieli klasy
Campylobacteria: Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni i Arcobacter buizleri. Bakterie te
rozni zardbwno typowe srodowisko zycia, jak i napotykane w tym srodowisku stresy. 1 tak, /7.
pylori bytuje tylko w zotadku cztowieka, zas C. jejuni moze by¢ patogenem zardwno czlowieka
jak 1 zwierzat, a A. butzleri zasiedla bardziej zréznicowane nisze, bedac jednoczesnie coraz
czesciej izolowanym patogenem drog pokarmowych. Cel ten jak i plan pracy opieral si¢ na
wezesniejszej wynikach zespotu prof. Pawlik dotyczacych biatka HP1021, ktorego rolg opisano
jako regulatora odpowiadajgcego na stan redox komorki. Podobne do HP1021 biatka u C. jejuni
(Cj1608) i A. butzleri (Abu0127) nie zostaly dotychczas scharakteryzowane, za$ poznanie
gendw bedacych pod ich kontrolg jest bardzo wazne dla zrozumienia przystosowania sig tych
bakterii do zmian srodowiska w zakresie dostepnosci tlenu podezas kolonizacji dostepnych
srodowisk.

Pierwsza z prac (Nat. Comm 2023) przedstawia wyniki badan nad regulonem biatka
HP1021 u H. pylori. W pracy wykorzystano skonstruowany uprzednio przez zespdt prof.
Pawlik (z udzialem Pana mgr Noszki) szczep pozbawiony tego biatka. Zastosowanie metody
ChiP-seq pozwolito na okreslenie miejsc wigzania HP1021 do chromosomu w warunkach
wzrostu aerobowych i mikroaerobowych, i co ciekawe, nie zaobserwowano znaczacych roznic,
co $wiadezy o stalych miejscach wigzania niezaleznie od stresu tlenowego. Liczba miejsc
wigzania HP10121 $wiadezy o szerokim zakresie oddzialywan na ekspresje gendw . pylori.
Wazng role tego biatka w regulacji transkrypeji potwierdzily badania RNA-seq, wykazujge
znaczacq liczbe genow w regulonie HP1021 — 407 genow regulowanych podczas stresu
oksydacyjnego oraz 87 o nieznanych warunkach indukcji. Co ciekawe, te zmiany nie
przekladajg si¢ na obserwacje translatomu tej bakterii. Wéroéd gendéw regulowanych przez

HP1021 znajdujg si¢ zaangazowane w odpowiedZ na stres oksydacyjny, ale co ciekawe, takze
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caly szereg gendéw zwigzanych z procesami energetycznymi i metabolicznymi jak pobieranie
glukozy czy intensyfikowanie poszczegdlnych procesow centralnego metabolizmu wegla.
Bardzo interesujaca jest obserwacja dotyczaca roli HP1021 w kontrolowaniu pobierania DNA
spoza komorki podczas stresu oksydacyjnego. Pobrane DNA prawdopodobnie stuzy jako
ochrona przed uszkodzeniami wilasnego materiatu genetycznego, dlatego skorelowanie tego
procesu ze stresem oksydacyjnym zwigksza przezywalnos¢ komorki i stabilizuje jej material
genetyczny. Badania przedstawione w tej publikacji majg bardzo duze znaczenie w
zrozumieniu funkcjonowania ludzkiego patogenu, H. pylori 1 jego przystosowan do
Srodowiska. Bardzo ciekawg kontynuacje badan nad nietypowymi regulatorami transkrypcji
przedstawia druga publikacja — mSystems, 2024. Badania te pozwalajg na przedstawienie
bardziej uogdlnionych wnioskdw o biatkach podobnych do HP1021, a scharakteryzowanych u
kolejnych przedstawicieli Campylobacteria, czyli A. butzleri i C. jejuni. Bialka te zostaly
zbiorczo okreslone jako CemR (Campylobacter energy and metabolism regulators). W pracy
tej pokazano, ze CemR kontrolujg ekspresje wielu gendéw, w tym tych zwigzanych z
metabolizmem (cykl kwaséw trikarboksylowych), metabolizmem azotu i oksydacyjnej
fosforylacji. Mozna zatem wnioskowac, iz biatka te uczestniczg w regulacji szeroko pojetych
procesow zwigzanych z energig (w tym poziomu ATP), zaleznych od dostgpu tlenu. Bardzo
istotnym osiggnigciem tych publikacji jest wykazanie kluczowej roli biatek okreslonych jako
CemR w procesach metabolicznych 1 fizjologicznych bakterii, zarowno uniwersalnych dla
wszystkich badanych gatunkow, jak i specyficznych, dotyczacych energii i rdwnowagi redox
w komorcee.

Dodatkowym wykorzystaniem przeprowadzonych na potrzeby publikacji badan typu
Chip-seq sg analizy miejsc wigzania badanych bialek na chromosomach bakteryjnych,
przedstawione w czesci opisowej rozprawy, a jeszceze nie opublikowane. Uzupelniajg one
wezesniejsze wyniki, pokazujac rozpowszechnienie miejsc wigzania tych biatek oraz ich
umigjscowienie wzgledem przewidywanych miejsc startu transkrypcii.

Podkresli¢ nalezy, ze wyniki przedstawione w rozprawie powstaly dzigki zastosowaniu
szerokiego zakresu metod genetyki, biologii molekularnej, biochemii oraz technik
womicznych” takich jak proteomika, transkryptomika, ChiP-seq oraz korespondujacych z nimi
analiz bioinformatycznych. Zaangazowanie Doktoranta w wykonanie wickszosci doswiadczen
w pracach potwierdza jego wiedzg i umiejetnosci w zastosowaniu najnowoczesniejszej
metodologii. Zas zastosowanie tak bogatego zestawu metod podkresla dodatkowo wysoka
warto$¢ naukowg prezentowanych wynikow. Godne podkreslenia sg takze osiggnigcia naukowe
Doktoranta, wérod ktdrych poza dwoma pracami wehodzacymi w sktad rozprawy, znajduje si¢
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jeszeze pied publikacji w réwnie renomowanych czasopismach (jak np. Nucleic Acids Research
czy Molecular Microbiology).

Rozprawa doktorska Pana Noszki jest na bardzo wysokim poziomie i z uwagi na
opublikowanie jej wynikow w prestizowych czasopismach naukowych trudno jest mie¢ uwagi
krytyczne. Raczej, wyniki pracy indukujg pytania o dalsze plany i perspektywy badan, lub tez
budzg cickawosé odnosnie do samych modeli badawczych. W zwigzku z tym cheiatabym kilka

z tych pytan zadac i poprosi¢ Doktoranta o odpowied?z na nie podczas obrony:

o (Czy bialka typu CemR scharakteryzowane u trzech gatunkow bakterii z klasy
Campylobacteria majg swoje odpowiedniki w innych, bardziej odleglych
ewolucyjnie grupach bakterii?

e (Czy obecnos$é nietypowych, okreslanych jako sieroce, regulatorow ekspresji
genow (nie tylko opisanych w tej rozprawie) u Campylobacteria stanowi o ich
przewadze ewolucyjnej w okreslonych Srodowiskach?

e Jak mozna wyjasni¢ wysokie podobienstwo opisanych bialek CemR u trzech
przedstawicieli Campylobacteria zamieszkujacych catkiem rézne srodowiska?

e (Czy obserwowano dziatanie HP1021 lub jego odpowiednikow podczas stresu
innego niz oksydacyjny?

e Charakterystyka biatek CemR wskazuje na ich rol¢ miedzy innymi podczas
stresu oksydacyjnego. Podobnie, powigzanie ich dzialania z procesami
metabolicznymi i energetycznymi, wskazuje, ze biatka te nalezg do szeroko
pojetej odpowiedzi stresowej tych bakterii. Jaki jest zatem — hipotetyczny-
zwigzek dziatania tych biatek regulatorowych 1 ich regulonéw z globalnym
systemem odpowiedzi stresowej u bakterii, czyli odpowiedzi $ciste)? Jest to tym
bardziej ciekawe, iz w przypadku H. pylori obserwowane bylo zwigkszenie
syntezy stabilnych RNA.

e Jakie mechanizmy molekularne pozwalajg H. pylori na wejscie w faze
stacjonarng wzrostu pod nieobecno$é podjednostki ¢>?

e (Czy znane sg mechanizmy zast¢pujgce dziatanie regulatorow CemR (Jeshi ich
nieobecnosé nie jest dla komorki letalna)?

e (zy sekwencja konsensus wigzania do DNA roznych biatek z grupy CemR

wykazuje podobienstwa?




Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr Mateusza Noszki jest
znaczgcym osiggnigciem naukowym i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Dzigki wyjasnieniu roli nietypowego regulatora ckspresji genow u bakterii z klasy
Campylobacteria, stanowi ona istotny wktad w wiedze¢ o tych mikroorganizmach na poziomie
ich mechanizméw molekularnych w odpowiedzi na stres. Przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz.U. 22023 r. poz. 742 z p6zn.zm. W zwigzku
z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o dopuszezenie Pana mgr
Mateusza Noszki dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na wysoka
wartos¢ naukowg prezentowanej rozprawy zwracam si¢ z wnioskiem o nagrodzenie rozprawy

stosownym wyroznieniem.
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