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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Lipy
pt. ,,Funkcja biatka PssZ w regulacji procesow komoérkowych bakterii symbiotycznej
Rhizobium leguminosarum bwv. trifolii”

(“The function of the PssZ protein in regulation of cell processes of the symbiotic bacterium
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii”)

wykonanej w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii, Wydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,

pod kierunkiem prof. dr hab. Moniki Janczarek

Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Lipy zostata przedstawiona w formie dwdch spdjnych
tematycznie oryginalnych artykutéw naukowych opublikowanych w miedzynarodowych
czasopismach naukowych z listy Journal Citation Reports (JCR), o sumarycznym wspotczynniku
oddziatywania 7,514 (240 p. MNiSW). Pierwsza z prezentowanych prac ukazata sie w 2018 roku

w czasopiSmie Genes, a druga zostata opublikowana rok pdzniej (2019) w czasopiSmie
International Journal of Molecular Sciences. Zamieszczone w rozprawie kopie ww. artykutéw
poprzedza kilka krétkich rozdziatéw o uktadzie typowym dla klasycznych rozpraw doktorskich —
znajduje sie tu zatem (a) Streszczenie, w jezyku polskim i angielskim, (b) krétki Wstep, stanowigcy
bardzo dobre wprowadzenie do tematyki badawczej rozprawy, (c) sprecyzowana Hipoteza oraz cel
naukowy pracy, (d) krotkie Omowienie uzyskanych wynikdw, a takie (e) Dyskusja,
(f) Podsumowanie i wnioski oraz (g) spis literatury. Do rozprawy dotgczono rowniez spis
stosowanych skrétéw, oswiadczenia wspétautoréw opublikowanych prac, a takze zyciorys
naukowy Doktorantki, ktéry chociaz nie podlega ocenie, przynosi informacje swiadczace o tym,
ze okres studiéw doktoranckich Pani mgr Pauliny Lipy byt bardzo owocny pod wzgledem
naukowym. Cata rozprawa zostata napisana zwiezle, dobrym jezykiem, oraz bardzo starannie
opracowana od strony edytorskiej.

Obie prace oryginalne, stanowigce zasadniczg cze$é rozprawy, sg wieloautorskie — pierwsza liczy
piecioro, a druga troje autorow. W kazdej z nich Doktorantka zajmuje pozycje pierwszego autora,
ktdora zwyczajowo rezerwowana jest dla gtdwnego wykonawcy czesci doswiadczalnej.
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Wedtug zapisu Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule z zakresu
sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami), rozprawe doktorskg moze stanowic¢
»-.. Samodzielna i wyodrebniona czes¢ pracy zbiorowej, jezeli wykazuje ona indywidualny wktad
kandydata przy opracowaniu koncepcji, wykonaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu i
interpretacji wynikow tej pracy”. W Swietle zatgczonych os$wiadczen wspoétautoréw obu
ocenianych prac, Doktorantka odegrata dominujgcg role w przeprowadzeniu czesci
eksperymentalnej opisanych w nich badan, a takze miata znaczacy wktad w planowanie prac
badawczych, opracowanie metodyki, interpretacje, dyskusje oraz opracowanie statystyczne
uzyskanych wynikéw; w przypadku jednej z prac uczestniczyta réwniez w pisaniu manuskryptu.
Biorgc pod uwage powyzsze informacje, nie mam zadnych watpliwosci, ze witgczenie tych prac do
rozprawy byto w petni uprawnione.

W ocenianej rozprawie badaniom poddano szczep Rhizobium leguminosarum bv. trifolii — bakterii
z grupy ryzobidw, wchodzgcej w relacje symbiotyczne z roslinami bobowatymi. Bakteria ta, dzieki
zdolnosci do efektywnego biologicznego wigzania azotu atmosferycznego zapewnia roslinie tatwo
przyswajalne zrodto tego pierwiastka, co ma takze duze znaczenie praktyczne. Wazng role podczas
interakcji symbiotycznych ryzobiéw z gospodarzem roslinnym odrywajg bakteryjne polisacharydy
powierzchniowe, ktére sg réwniez niezbedne do prawidtowego funkcjonowania tych bakterii
w srodowisku glebowym. Zagadnienia zwigzane z analizg genetycznych podstaw syntezy i
transportu poliacharydéw, a takzie z identyfikacjg globalnych sieci regulacyjnych, z ktérymi
powigzane sg geny zaangazowane w biosynteze tych zwigzkéw, od wielu lat znajdujg sie w kregu
zainteresowan naukowych grupy badawczej prof. Moniki Janczarek, promotora ocenianej pracy.
Badania przedstawione w rozprawie mgr Pauliny Lipy stanowig uzupetnienie i rozwiniecie tej
tematyki, aco wazine, dotyczg ciekawego i niepoznanego dotgd w wystarczajgcym stopniu
zagadnienia, jakim jest, ogdlnie ujmujgc, udziat potranslacyjnej modyfikacji biatek w globalnej
regulacji ekspresji gendw u bakterii.

Punktem wyjscia w badaniach byty wyniki mutagenezy transpozonowej przeprowadzonej
w szczepie R. leguminosarum bv. trifolii Rt24.2. Podejscie to doprowadzito m.in. do
wyselekcjonowania zmutowanego szczepu (Rt297), ktérego kolonie utracity strukture mukoidalng,
charakterystyczng dla R. leguminosarum. Sugerowato to defekt w produkcji polisacharydéw,
dlatego szczep ten poddano dalszym analizom.

W pierwszym artykule zamieszczonym w rozprawie, zatytutowanym “Mutation in the pssZ gene
negatively impacts exopolysaccharide synthesis, surface properties, and symbiosis of Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii with clover”, przeprowadzono szczegétowg analize zmutowanego
szczepu Rt297. Na wstepie okreslono miejsce integracji kasety transpozonowej w genomie, a tym
samym zdefiniowano zinaktywowany gen, kodujgcy potencjalng fosfataze serynowo-treoninowg
(STP). W dalszej kolejnosci przeprowadzono odpowiednie testy komplementacyjne dowodzac,
ze funkcja genu pssZ warunkuje mukoidalny wzrostu kolonii R. leguminosarum. Zasadnicza czes¢
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tej pracy opisuje jednak dogtebng charakterystyke zmutowanego szczepu, ktérg przeprowadzono
w odniesieniu do szczepu dzikiego oraz skonstruowanych w tej pracy szczepéw kontrolnych.
Nalezy podkresli¢ duzg réznorodnos¢ wykorzystywanych technik i podejs¢ eksperymentalnych,
ktore pozwolity m.in. na przeprowadzenie analiz jakosciowych i iloSciowych wytwarzanych
egzopolisacharydow, zbadanie profili produkowanych lipopolisacharyddéw, okreslenie wtasciwosci
powierzchniowych komoédrek, w tym ich hydrofobowosci, zdolnosci do agregacji i tworzenia
biofilmu, a takze zdolnosci do ruchu i wrazliwosci na czynniki stresowe. Zbadano takze topologie
komodrek bakteryjnych, wykorzystujac do tego celu mikroskopie sit atomowych (AFM), a takze
przeprowadzono badania w uktadach roslinnych, ktére miaty na celu sprawdzenie zdolnosci
symbiotycznych zmutowanego szczepu.

Badania te przyniosty kilka istotnych obserwacji, ktére wytyczyty kierunek dalszych prac.
Po pierwsze, zaobserwowano plejotropowy charakter zmian wywofanych mutacjg w genie pssZz,
co sugerowato role produktu tego genu, fosfatazy (STP), w potranslacyjnej modyfikacji biatek
zaangazowanych w przebieg réznych proceséw komérkowych. Po drugie, wykazano, ze mutacja
w pssZ skutkowata nie tylko defektem we wtasciwosciach fizjologicznych analizowanego szczepu,
lecz takze zaburzata znaczgco jego relacje symbiotyczne z koniczyng, co wskazywato na udziat tego
genu w determinowaniu cech kluczowych dla biologii komérek R. leguminosarum.

Naturalng konsekwencjg tych obserwacji byto podjecie prac majgcych na celu oszacowanie zmian
na poziomie trankryptomu, spowodowanych inaktywacjg genu pssZ. Wyniki tych badan
przedstawiono w drugiej wigczonej do rozprawy pracy, zatytutowanej “Transcriptomic studies
reveal that the Rhizobium leguminosarum serine/threonine protein phosphatase PssZ has a role in
the synthesis of cell-surface components, nutrient utilization, and other cellular processes”.

W wyniku przeprowadzonych analiz transkryptomicznych szczepu dzikiego Rt24.2 oraz szczepu
zmutowanego w genie pssZ (Rt297), Doktorantka uzyskata duzg ilo$¢ danych, ktére odpowiednio
opracowata, dokonata ich analizy pordwnawczej, a nastepnie wyniki o znaczeniu statystycznym
przedstawita w syntetycznej i czytelnej formie. Poszczegblne geny zostaty przypisane do
odpowiednich kategorii funkcjonalnych grup ortologéw (COG), zaangazowanych w przebieg
roznych proceséw komorkowych. Pozwolito to na wykazanie wptywu biatka PssZ, posredniego
i/lub bezposredniego, na ekspresje licznych gendw zaangazowanych m.in. w kontrole cyklu
komérkowego, biogeneze oston komdrkowych, transdukcje sygnatu, synteze struktur
zewnatrzkomérkowych, czy transport wewnatrzkomdrkowy — a wiec procesdéw istotnych zaréwno
dla funkcjonowania wolnozyjgcej komorki bakteryjnej, jak i bakterii wchodzgcej w symbioze z
partnerem roslinnym. Co ciekawe, w szczepie mutanta pssZ doszto do zmiany profilu ekspresji ok.
100 gendw kodujacych potencjalne regulatory transkrypcji, co ttumaczy rozleglty zakres
zaobserwowanych zmian.
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Aby uwierzytelni¢ dane uzyskane w wyniku analiz RNASeq, Doktorantka przeprowadzita
dodatkowe analizy eksperymentalne, w trakcie ktérych potwierdzita m.in. zmiane aktywnosci
promotoréw wybranych gendw w szczepie Rt297, wykazata rowniez, ze zmutowany szczep mniej
efektywnie wykorzystuje niektére weglowodany jako zrédta wegla i energii, a takze uzyskata dane
wskazujgce na udziat biatka PssZ w regulacji syntezy wiekszej puli polisacharydéw niz
przypuszczano na podstawie wynikow wstepnych analiz przedstawionych w pierwszej
z opublikowanych prac.

Podsumowujgc, wyniki uzyskane w tej czesci rozprawy uwidocznity globalny charakter zmian
transkryptomu spowodowany analizowang mutacjg. Brak w komodrce biatka PssZ skutkowat
zaburzeniem ekspresji (na znaczagcym poziomie) ok. 1000 gendéw, co dowodzi, ze fosfataza ta jest
waznym komponentem ztozonej, globalnej sieci regulacji ekspresji gendw R. leguminosarum.
Uzyskane wyniki otwierajg nowe perspektywy badawcze, ktére, jak zauwaza sama Doktorantka,
powinny by¢ w przysztosci nakierowane na identyfikacje biatek docelowych dla fosfatazy Pssz,
co pozwolitoby zdefiniowac role tej fosfatazy i precyzyjnie umiejscowic¢ jg w sieci regulacyjnej
analizowanego szczepu bakterii.

Obie wigczone do rozprawy prace zostaty opublikowane, podlegaty wiec wczesniej recenzji
specjalistéow i edytoréw naukowych, zyskujgc ich pozytywne opinie. Nie mam do ich tresci
zastrzezen merytorycznych. Nizej przedstawiam jedynie kilka drobnych uwag i pytan, ktére maja
gtownie na celu zainicjowanie dyskusji podczas obrony rozprawy.

1. W kilku miejscach polskojezycznej czesci rozprawy Doktorantka wspomina, ze biatko PssZ
»Wykazuje istotng homologie do bakteryjnych fosfataz serynowo-treoninowych” (str. 7, 16, 17),

a w jednym (str. 15) pisze, ze fosfatazy ,wykazuja wysokg homologie w obrebie domeny

katalitycznej”. W mojej opinii ,homologia” nie jest pojeciem wymiernym — nie moze ona by¢
zatem mniej lub bardziej istotna, wysoka lub niska. Geny lub biatka badz sg homologiczne (na co
wskazuje ich wspdélne pochodzenie ewolucyjne i zachowana funkcja) badz nie s3. Jesli poréwnaniu
gendow/biatek chcemy przypisa¢ wymierne wartosci/okreslenia, powinnismy mowié raczej o
stopniu identycznosci/podobienstwa sekwencji nukleotydowych lub aminokwasowych. Czy
podziela Doktorantka to zdanie?

2. W rozprawie uzyto terminu regulon do okresla ogdtu gendw, ktdrych ekspresja ulega znaczagcym
zmianom przy braku w komorce fosfatazy PssZ (regulon PssZ). Termin ten zostat wprowadzony juz
w latach 60 ubiegtego wieku, a jego klasyczna definicja odnosi sie do gendéw i operondéw
znajdujgcych sie pod bezposrednia kontrolg wspdlnego czynnika transkrypcyjnego. W przypadku
fosfatazy spodziewamy sie raczej dziatania posredniego, poprzez modulacje aktywnosci innych
biatek. Poprositbym o przedyskutowanie tego zagadnienia oraz podanie wspétczesnej definicji
regulonu, ktéra by¢ moze ewoluuje wraz z poznaniem coraz wiekszej ztozonosci sieci regulacji
ekspres;ji bakteryjnych gendw. Czy np. w przypadku metylotransferazy, czy biatka typu IHF, ktérych
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aktywnosci réwniez powodujg liczne zmiany w transkryptomie, jesteSmy uprawnieni do uzycia
terminu regulon?

3. W jednej z prac skonstruowano plazmid komplementacyjny pPL1 (z ,,dzik3” wersjg genu pssZ),
ktorego wprowadzenie do zmutowanego szczepu Rt297 nie przywracato w petni charakterystyki
cech szczepu dzikiego, zwigzanej z tempem wzrostu bakterii, tworzeniem biofilmu czy
efektywnos$cig tworzenia brodawek korzeniowych. Plazmid pPL1 wystepuje w komorkach
bakteryjnych w liczbie ok. 20 kopii, co jest cechg wektoréw z serii pBBR1-MCS. Czy analizujgc
fenotypy szczepdw niosacych pPL1 uwzgledniono zmiane dawki genu pssZ w komorce
(ang. gene dosage)? Czy mogto to mie¢ wptyw na wspomniane wyzej réznice?

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawione badania prezentujg wysoki poziom naukowy
i wnoszg nowe i wazne watki do ogdlnej wiedzy na temat ztozonosci sieci regulacji ekspresji genow
R. leguminosarum. Nalezy podkreslic, ze analizowane przez Doktorantke biatko PssZ jest
pierwszym enzymem z grupy fosfataz serynowo-treoninowych, ktdéry scharakteryzowano
u bakterii z rodziny Rhizobiaceae; jest to réwniez pierwsza fosfataza (STP), dla ktérej wykazano
istotng role w regulacji syntezy bakteryjnych polisacharydéw powierzchniowych. Co wazne,
Pani mgr Paulina Lipa realizujgc kolejne zadania badawcze rozprawy wykorzystata odpowiednie
rozwigzania metodyczne, wykazujgc przy tym zdolno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej oraz umiejetnos$é¢ analizy duzej ilosci danych (w tym uzyskanych po zastosowaniu metod
wysokoprzepustowych), dokonania ich syntezy i wyciggniecia w petni uprawnionych wnioskéw.

Uwazam, ze oceniana praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim.
Zwracam sie wiec do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Pauliny Lipy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage wartos¢ poznawczg
przeprowadzonych badand oraz ich opublikowanie w wysoko punktowanych periodykach,

% /

prof. dr hab. Dariusz Bartosik

przedktadam wniosek o wyrdznienie tej rozprawy.
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