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Recenzja rozprawy doktorskiej
Mgr. Bartosza Bednarza
zatytutowanej: ,,Rola biatek regulatorowych CpkO i CpkN w procesie syntezy
coelimycyny oraz w szlakach produkeji innych antybiotykow u Streptomyces
coelicolor A3(2)”

Recenzja zostata przygotowana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk, z dnia 11 marca
2021 r.

Recenzowana rozprawa doktorska powstata pod kierunkiem dr. hab. Jacka Rybki oraz

dr. Krzysztofa Pawlika.

Rozprawe doktorskg stanowi przygotowana w jezyku angielskim praca pisemna o
klasycznym uktadzie, z wyodrebnionymi gtéwnymi czgsciami: Introduction (22 str.), Aims of
this work (1 str.), Materials and methods (26 str.), Results (19 str.), Discussion (7 str.). Na
poczatku pracy zostaly umieszczone streszczenia w jezyku angielskim i polskim oraz listy
figur, tabel i skrétow. Na koncu rozprawy znajduje sie spis odno$nikéw literaturowych oraz
obszerny aneks (36 str.).

Oceniana rozprawa dotyczy analizy funkcjonalnej dwoch biatek regulatorowych, CpkO i
CpkN, u bakterii Streptomyces coelicolor A3(2). Tematyka rozprawy doskonale sie wpisuje w
nurt badan prowadzonych od wielu lat w Laboratorium Biologii Molekularnej
Mikroorganizméw w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda



PAN we Wroclawiu. Wlasnie tam zostat zidentyfikowany antybiotyk coeolimycyna,
poliketydowy metabolit wtorny S. coelicolor, o niepoznanej do tej pory funkciji.

Gram dodatnie bakterie z rodzaju Streptomyces, nalezace do promieniowcow (Actinobacteria),
sg podstawowym Zrodiem antybiotykéw oraz wielu innych substancji o potencjalnym
zastosowaniu biomedycznym. W zwigzku z tym podjecie badan zmierzajacych do poszerzenia
wiedzy na temat regulacji syntezy coelimycyny uwazam za zasadne, a uzyskane wyniki mogg
potencjalnie znalez¢ praktyczne zastosowanie.

Badania Doktoranta skupily si¢ na dotad stabo scharakteryzowanych biatkach regulatorowych,
ktérych funkcja wydawata si¢ by¢ ograniczona wytacznie do gendéw zawartych w klastrze cpk,
obejmujacym mi.in. gen kodujgcy coelimycyne.

Streszczenie (oraz ,,Abstract”) w sposob syntetyczny przedstawia tematyke rozprawy i jej cele
oraz opisane w rozprawie wyniki.

Rozdziat ,,Introduction” stanowi dobre wprowadzenie w zagadnienia zwigzane z tematykg
rozprawy. Pierwsza czes¢ wstepu zawiera ogdlng charakterystyke rodzaju Streptomyces oraz
zwiezly opis gatunku S. coelicolor, ktéry byt modelem badawczym Doktoranta. Nastepnie
Autor skupit si¢ na wtérnych metabolitach S. coelicolor, z ktérych w wyczerpujacy sposob
zostaly przedstawione cztery antybiotyki produkowane przez szczep S. coelicolor A3(2):
aktynorodyna, undecylprodigiozyna, antybiotyk zalezny od wapnia i coelimycyna. Obszerna
czes¢ wstepu zostala poswigcona takze regulacji wtornego metabolizmu u Streptomyces oraz
szlakowi biosyntezy coelimycyny i jego regulacji.

Wstep zostal napisany w sposob przejrzysty i zrozumialy. Do petnego komfortu zabraklo mi
schematow obrazujgcych przyktadowe mechanizmy regulacyjne u S. coelicolor.
Podsumowujac, rozdzial ten porusza zakres tematyczny odzwierciedlajacy przedmiot badan
Doktoranta 1 zagadnienia poruszane w dyskusji. Nalezy wigc uznaé wybdr omawianych
tematow za zasadny i niezbedny do wlasciwego wprowadzenia czytelnika do dalszych
rozdziatdéw rozprawy.

Rozdzial ,Materials and methods” w sposob wyczerpujacy i generalnie pozwalajgcy na
powtoérzenie badan przedstawia zbidr materiatdéw wykorzystanych w pracy i protokoléw
wykonanych doswiadczen. Zwlaszcza opisy prowadzenia hodowli bakteryjnych i manipulacji
genetycznych sg przedstawione bardzo szczegotowo.

Niestety, w czesci tej zabraklo opisu metody EMSA (electrophoretic mobility shift). Ponadto
uwazam, ze sklad roztworow jest bardziej jednoznaczny jezeli sa podane stezenia sktadnikow,
a nie ich ilog¢.

Cel pracy zostat jasno okre$lony, zarowno w tytule rozprawy, jak i dedykowanym rozdziale
dysertacji. Nadrzednym celem pracy byto poznanie regulacji syntezy coelimycyny przez
czynniki transkrypcyjne CpkO i CpkN, kodowane przez klaster cpk. Zostaly takze postawione
cele szczegdtowe, obejmujace analize sekwencji aminokwasowych CpkO i CpkN, uzyskanie i
scharakteryzowanie szczepow bakteryjnych pozbawionych gendéw cpkO i cpkN,
przeprowadzenie analizy proteomicznej w/w szczepow i zbadanie profilu ekspresji genow
klastra cpk w szczepach mutantow.



Wszystkie wymienione cele szczegdtowe zostaly pomyslnie zrealizowane, co zostato
wyczerpujgco przedstawione w czgsci opisujacej wyniki.

W rozdziale ,,Results” Doktorant przedstawil skrupulatng analize sekwencji aminokwasowej
biatek CpkN i CpkO. Pozwolito mu to wyodrebni¢ w kazdym biatku dwie domeny typowe dla
rodziny biatek regulatorowych syntezy antybiotykow u Strepromyces (SARP), domeny HTH i
BTAD. Ponadto Autor zaproponowat obecnos¢ w biatku CpkO potencjalnej domeny cyklazy
mononukleotydowej. Ta obserwacja jest bardzo ciekawa, gdyz wskazuje na mozliwo$¢ udziatu
CpkO w sygnalizacji komérkowej z wykorzystaniem cyklicznych mononukleotydéw jako
czgsteczek sygnatowych. W tym miejscu mam pytanie do Doktoranta: czy byly podjete proby
identyfikacji aktywnosci cyklazy w biatku CpkO? U Streptomyces funkcja Crp-cAMP nie
wydaje si¢ by¢ zwigzana z represja kataboliczng. Uwaza sie natomiast, ze Crp-cAMP
bezposrednio aktywuje geny antybiotykéw i innych wtérnych metabolitow, wigczajac
coelimycyne. Czy Doktorant uwaza, ze CpkO mogloby braé udzial w regulacji zaleznej od
cAMP (lub innego wtornego przekaznika)?

Niepowodzeniem skoficzyly si¢ proby identyfikacji sekwencji DNA rozpoznawanych przez
CpkO 1 CpkN. Nie udalo si¢ uzyska¢ odpowiedniej ilosci biatek CpkO i CpkN w komorkach S
coelicolor, a zadne z rekombinowanych bialek produkowanych w systemie E. coli nie wigzato
si¢ do DNA w zastosowanych warunkach doswiadczalnych. W tej sytuacji Doktorant postawit
hipotezg, iz mozliwg przyczyna braku wigzania rekombinowanych biatek do DNA jest ich
niewlasciwa struktura lub brak odpowiednich ligandow. Czy byly podjete proby identyfikacji
ligandow biatek CpkO 1 CpkN? Niestety, ze wzgledu na brak opisu wykonania doswiadczenia
EMSA trudno si¢ ustosunkowa¢ do mozliwych technicznych przyczyn niepowodzenia.

Dalsze badania byty prowadzone z wykorzystaniem zmutowanych szczepdw, niezdolnych do
syntezy biatek CpkO lub CpkN, oraz odpowiednich szczepdw komplementacyjnych. Nie jest
dla mnie zrozumiate, dlaczego w jednym przypadku przeprowadzono delecje genu (AcpkO), a
w drugim cigglos¢ genu zostata przerwana (cpkN), prowadzac do jego inaktywacii. Nalezy tez
zwrOci¢ uwage, Ze nie powinno si¢ stosowac terminu delecja w przypadku przerwania
cigglosci genu. W zwigzku z tym uzywany przez Autora zapis AcpkN nalezatoby odpowiednio
zmienic.

Za szczegllne osiggniecia Doktoranta uwazam wykazanie, iz zardbwno CpkO, jak i CpkN sg
aktywatorami niezbednymi do syntezy coelimycyny, a takze wykrycie powigzan funkcji tych
biafek regulatorowych z metabolizmem innych aminokwasow i niektorymi szlakami
metabolizmu podstawowego. Wyniki te zostaty uzyskane przy zastosowaniu réznorodnych
technik, poczgwszy od badan fenotypowych zmutowanych szczepéw, po badania proteomiczne
i transkryptomiczne. Proteomika réznicowa stanowi bardzo obszerng cze$¢ pracy. Doktorant
przeprowadzil bardzo wnikliwe poréwnanie proteoméw zmutowanych bakterii S. coelicolor A
cpkO, cpkN ze szczepem kontrolnym, stosujgc trzy metody analityczne: XIC (extracted ion
chromatograms), SC (spectral counting) oraz PC (peak counting). Mgr Bednarz zaobserwowat,
ze w zmutowanych szczepach zmieniony poziom wykazuja przede wszystkim bialka zwigzane
z wtornym metabolizmem. W proteomie szczepu AcpkO nie wystepowaly biatka kodowane w
obrebie klastra cpk, natomiast poziom biatek zwigzanych z syntezg undecylprodigiozyny oraz
antybiotyku zaleznego od wapnia silnie wzrdst. Efekty braku funkcjonalnego genu cpkN byly



bardziej rozbiezne. W proteomie cpkN nie wystepowato biatko ScoT, kodujgce tioesteraze
niezbedng do prawidlowego dziatania szlaku biosyntezy coelimycyny, natomiast poziom
pozostatych biatek kodowanych przez klaster cpk byt podwyzszony. Biatka klastra biosyntezy
antybiotyku zaleznego od wapnia wystepowaly na obnizonym poziomie, natomiast w
przypadku klastra biosyntezy undecylprodigiozyny Doktorant nie zaobserwowat wyraznego
trendu.

W zmutowanych szczepach takze niektore biatka zwigzane z metabolizmem podstawowym
mialy zmieniony poziom w stosunku do szczepu kontrolnego. Zjawisko to dotyczyto przede
wszystkim bialek zwigzanych z przemiang ttuszezy. W szczepie 4cpkO wystepowat nizszy
poziom biatek biosyntezy, a wyzszy rozktadu lipidéw. Odwrotny trend zostal zaobserwowany
w szczepie cpkN. Wsrdd istotnych biatek o zmienionym poziomie nalezy wymienié
karboksylaze acetylo-CoA, enzymu odpowiedzialnego za powstawanie malonylo-CoA,
kluczowego prekursora zardéwno kwasdéw ttuszczowych, jak i poliketydow. Obserwacje te
wskazujg na mozliwos¢ zaburzen w metabolizmie thuszezy w zmutowanych komorkach. Czy
faktycznie takie zaburzenia moga wystepowaé? Jesli tak, to czy mogg mie¢ wplyw na wzrost
zmutowanych komorek i wrazliwo$¢ na warunki stresowe (np. poprzez zmiany wlasnosci
btony komorkowej)?

W pracy zabrakto wzmianki o wspdtpracy z francuskim zespotem z Micalis Institute (INRAE,

AgroParisTech, Université Paris-Saclay, Jouy-en-Josas, Francja) przy wykonywaniu i analizie

badan proteomicznych. Dopiero z lektury publikacji Pana mgr. Bednarza (Bednarz et al. 2021.

Front. Microbiol. 12:616050. doi: 10.3389/fmicb.2021.616050) mozna si¢ dowiedzie¢, jaki byt
jego udzial w tej czgsci badan. Uwazam, Zze zaznaczenie faktu osobistego wykonania i analizy

doswiadczen proteomicznych jest warte podkreslenia w zwigzku z rutynowym zlecaniem tego

typu badan firmom zewngtrznym.

Bardzo dobrym uzupelnieniem badan proteomicznych byty analizy poziomu ekspresji z
promotoréw gendw klastra cpk. Doktorant wykorzystat w tym celu uktad reporterowy
lucyferazy, pozwalajgcy na monitorowanie zmian aktywnosci poszczegdlnych promotoréw w
czasie. Uzyskane wyniki byly zgodne z danymi proteomicznymi. Usuniecie genu cpkO
spowodowalo zanik transkrypcji z analizowanych promotoréw, potwierdzajac nadrzedng role
CpkO w regulacji ekspresji gendw klastra cpk. Natomiast ekspresja genu scoT byla
zahamowana w tle mutacji cpkN. W zwiazku z tym Doktorant postawit hipoteze, iz CpkN jest
aktywatorem genu scoT. Pragne jednak zwrdci¢ Doktorantowi uwagg, iz zastosowana przez
niego metoda nie pozwala na bezposredni pomiar poziomu transkrypcji, lecz obrazuje
aktywnos¢ produktu genu reporterowego (pomiar luminescencji). W zwigzku z tym
sugerowatabym Autorowi uzycie innego terminu niz ,transkrypcja” w wielu miejscach sekcji
4.6. Takze tytut figury 16 ,,Transcriptional profiles of ¢pk cluster genes” nie oddaje w pelni
tresci wykresow.

Podsumowujac te czg$¢ pracy uwazam, ze Pan mgr Bednarz uzyskat bardzo interesujgce
wyniki, ktore znaczaco poglebily wiedzg na temat regulacji syntezy antybiotykéw u S.
coelicolor. O randze wynikow $wiadczy m.in. fakt opublikowania ich w dobrym czasopismie
naukowym ,,Frontiers in Microbiology” (IF=5,640, Q1).
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W rozdziale ,,Discussion” Doktorant odnidst si¢ do uzyskanych wynikéw i przeprowadzit ich
analizg. W pierwszej kolejnosci Doktorant przedstawit uaktualniony model regulacji klastra
biosyntezy coelimycyny, w ktérym geny sg aktywowane kaskadowo. W dalszej czesci Autor
dyskutuje role biatek CpkO i CpkN jako plejotropowych regulatorow szlakéw metabolizmu
wtdrnego, ze szczegdlnym uwzglednieniem szlakéw biosyntezy antybiotykow. Za bardzo
ciekawe uwazam rozwazania Doktoranta na temat powiagzan funkcji biatek CpkO 1 CpkN ze
szlakami metabolizmu podstawowego. Autor proponuje, iz zwiekszona synteza
undecylprodigiozyny w mutancie AcpkO znajduje migdzy innymi uzasadnienie w wysokim
poziomie acetylo-CoA pochodzacego z rozktadu kwasow ttuszezowych. Jednakze poziom
karboksylazy acetylo-CoA spada w mutancie AcpkO. Jak Doktorant wyttumaczy te
rozbieznos¢?

Sposob prowadzenia dyskusji wskazuje na znajomo$é tematyki badawczej i umiejetnosé
umieszczenia danych eksperymentalnych w szerszym kontekscie. Zabraklo mi natomiast
krotkiego podsumowania, wyliczajacego najwazniejsze osiggniecia i spinajacego
przedstawione w pracy wyniki i ich dyskusje¢. Oczywiscie umieszczanie takiego rozdzialu nie
jest obowigzkowe, ale pozwala na wypunktowanie najwazniejszych osiagnieé i sformutowanie
koncowych wnioskéw.

Liczacy 134 pozycje rozdzial ,,References” zawiera zestaw publikacji zwigzanych z tematyka
dysertacji i uzytg metodyka. Sg to prace datowane przede wszystkim po 2005 roku, aczkolwiek
nie zostaly pominigte prace pionierskie o znaczeniu historycznym.

Na koncu dysertacji znajduje si¢ obszerny aneks (,,Appendix”), zawierajagcy m.in. liste biatek
zidentyfikowanych metoda spektrometrii mas oraz poréwnanie poziomu wszystkich
zidentyfikowanych biatek w analizowanych proteomach.

Uwagi ogolne

Praca jest napisana w sposob klarowny i logiczny, zwigzle, bez zbednych dygresji, ale
rownoczesnie z wystarczajacg iloscig szczegdtdw. Drobne bledy jezykowe i edytorskie nie
zaburzaja lektury pracy. Tekst wzbogacaja ryciny (17 w czesei gléwnej i 8 w aneksie) oraz
tabele (5 w czesci glownej i 2 w aneksie). Czgs¢ figur zyskataby poprzez uzupehienie opisow.
Dotyczy to w szczegblnosci schematow przedstawionych na rycinach nr 2, 31 9. Oczywiscie
czytelnik znajdzie odpowiednie informacje w tekscie pracy, niemniej dotaczenie chocby
krotkiego opisu znacznie ulatwitoby zapoznanie si¢ z trescig figur. Ponadto rycina nr 9 nie w
pelni obrazuje proces regulacji syntezy coelimycyny opisany w tekscie sekcji 1.4.3. Linie
reprezentujgce blokade ekspresji gendw nie wskazujg precyzyjnie wiasciwych genow.

Wartos¢ merytoryczng rozprawy oceniam wysoko i wspomniane powyzej uchybienia nie
umniejszaja wartosci pracy. Na uznanie zastuguje bogactwo technik, ktorymi sie postugiwat
Doktorant w czasie wykonywania do$wiadczen. Badania zostaly przeprowadzone w sposob
kompetentny z zastosowaniem wilasciwie dobranej metodologii badawczej. Przedstawione
wyniki sg opisane zasadniczo poprawnie i w wielu przypadkach stanowig podstawe do
uscislenia hipotez i planowania dalszych badan. Przeprowadzona dyskusja $wiadczy o
glebokiej wiedzy Doktoranta i jego umiejetnosci skonfrontowania rezultatoéw wiasnych badan z
danymi literaturowymi. Wnioski wyciggniete przez Autora z wynikdéw badan sg wywazone i
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nie znajduj¢ w nich nadinterpretacji. Nie mam w zwigzku z tym watpliwosci, iz Pan mgr
Bartosz Bednarz dobrze opanowat warsztat naukowy w zakresie mikrobiologii, biologii
molekularnej i biochemii. Przedstawione w rozprawie wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i sg cennym uzupetnieniem wiedzy na temat regulacji syntezy
antybiotykow u S. coelicolor. ’

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona rozprawa catkowicie spetnia wszystkie warunki
okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie Pana mgr. Bartosza Bednarza do dalszych etapow postepowania o nadanie
stopnia doktora.

Réwnoczesnie, biorge pod uwage wysoki poziom naukowy rozprawy oraz opublikowanie
czgsci wynikéw w dobrym recenzowanym czasopismie naukowym, wnosze o wyrdznienie
rozprawy.
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