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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Bednarza pt. ,, The functions of CpkO and CpkN
regulators in coelimycin synthesis and other antibiotic production pathways in
Streptomyces coelicolor A3(2), przygotowana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
we Wroclawiu.

Promotorem ocenianej rozprawy doktorskiej, wykonanej w Laboratorium Biologii
Molekularnej Mikroorganizméw w/w Instytutu jest dr hab. Jacek Rybka, kopromotorem
dr Krzysztof Pawlik. Przedstawiona praca doktorska dotyczy niezwykle waznych i
aktualnych zagadnien z zakresu biologii, organizacji genomu i kontroli metabolizmu
bakterii z rodzaju Streptomyces coelicolor A3(2). Promieniowce te sg uzywane w
przemysle przy produkcji lekéw i stanowig obiekt zainteresowan i badan naukowych
prowadzonych w Instytucie od wielu lat.

Prezentowana praca doktorska jest napisana w jezyku angielskim , sklada sie szesciu
rozdziatéw: Wstepu, Celu Badan, Materiatu i Metod, Wynikéw, Dyskusji, Wykazu Zrédet
Literaturowych i Zalacznika z kompletnymi wynikami badan.

Calo$¢ jest logiczne powigzana i umozliwia doglebne $ledzenie sposobu realizacji

zatozonych celow badawczych.

Ocena merytoryczna pracy doktorskiej.

Rosngca z roku na rok liczba mikroorganizmow wykazujgcych wysoki poziom lub
catkowitg niewrazliwo$¢ na antybiotyki jest powaznym problemem w terapii choréb
zakaznych. Dlatego na poszukiwanie nowych efektywniej dziatajacych zwigzkow
antybiotycznych lub modyfikacje strukturalne podnoszace ich aktywnosé
przeciwbakteryjng sa przeznaczane ogromne $rodki i przez to czesto stajg sie

dominujacym kierunkiem badan czotowych placowek naukowych i laboratoriéw



naukowych na $wiecie. Podjety przez doktoranta temat doskonale wpisuje si¢ w ten nurt
badawczy i stanowi wazne uzupehienie wiedzy zwiazanej z mechanizmami kontroli
syntezy antybiotykow w szczepie Streptomyces coelicolor A3(2).

Wstep w sposob zwiezly i klarowny przedstawia aktualng wiedzg w zakresie
charakterystyki rodzaju Streptomyces jego fizjologii i metabolizmu , wytwarzanych
zwiazkéw o aktywnosci antybiotycznej , systemow kontroli tworzenia wtérnych
metabolitéw ze szczegétowym oméwieniem szlaku biosyntezy koelimycyny. Podane we
wprowadzeniu informacje pozwalaja na obiektywng oceng zakresu, celowosci i wazno$ci
podjetych przez doktoranta badan,

Cel badan szczegblowo okresla kolejne etapy realizacji zadan badawczych i
oczekiwania czy i w jakim stopniu pozwola one na uzyskanie odpowiedzi
potwierdzajacych hipotezy formulowane przez autora o istotnej roli biatek CpkO i1 CpkN w
procesie regulacji syntezy koelimycyny. Projekt badan sformutowany przez doktoranta
obejmowatl:

o Okreslenie sekwencji aminokwasowej biatek CpkO i CpkN

e Uzyskanie mutantow delecyjnych w obszarach genu cpkQ i cpkN

o Charakterystyka fenotypowa mutantéw delecyjnych w obszarach genu cpkO i cpkN w

zakresie zdolnosci i poziomu tworzenia koelimycyny, aktynorodyny 1
undecylprodigiosyny.

e Analize proteomiczng szczepéw mutantow CpkO i CpkN w zakresie wplywu biatek

CpkO i CpkN na szlaki syntez koelimycyny i innych zwigzkow antybiotycznych.
e Profilowanie ekspresji gendw cpkN w mutantach i szczepie dzikim M145 in vivo przy

uzyciu systemu reporterowego opartego na lucyferazie.
Materialy i Metody

Dobér metod prawidtowy , $wiadczy o doskonatej znajomosci nowoczesnych technik

badawczych i umiejetnosciach ich stosowania.
Wyniki.

Autor konsekwentnie zrealizowat zatozone etapy badan. Wykazal , ze biatko CpkO
sktada si¢ 543 aminokwasow, biatko CpoK buduje 281 aminokwasow i pelnig kluczowg
role w regulacji syntezy koelimycyny. Ze wzgledu na niemozno$¢ uzyskania
funkcjonalnych biatek CpkO i CpkN i okreslenia ich interakcji z DNA dalsze badania

prowadzone byly in vivo.



Dalsza eksperymentalna cz¢$¢ pracy byla prowadzona z uzyciem mutantow
Streptomyces coelicolor A3(2), z delecjg w genie cpkO lub uszkodzonym cpkN. Autor
wykazal, ze szczepy te nie byly zdolne do syntezy koelimycyny. Biatka CpkO 1 CpkN
regulujg synteze antybiotyku poprzez bezposrednig aktywacj¢ ekspresji genow cpkO i
cpkN. Przywrocenie produkcji koelimycyny obserwowano po wprowadzeniu do
szczepu Streptomyces coelicolor A3(2) kompletnych ,funkcjonalnych genéw cpkO i cpkN
z aktywnymi promotorami. Kolejng wazna obserwacja bylo wykazanie powigzania
pomiedzy zahamowaniem syntezy koelimycyny i nadprodukcja tworzonej
undecyloprodigiozyny. Takze poziomy syntezy antybiotykéw zaleznych od wapnia
ulegaly zinianie w zalezno$ci od tego czy byt aktywny gen cpkN czy tez delecja
powodowata dezaktywacje genu cpkO.

Zlozono$é procesow metabolicznych w zakresie funkcjonowania systeméw regulacji
transkrypcji genow cpk jest widoczna w trakeie oceny i interpretacji rezultatow
eksperymentéw in vivo dotyczacych profilowania ekspresji zespotow tych gendw przy
uzyciu systemu lucyferazy. Delecja genu c¢pkO, ktory jest czescig jednostki trankrypeyjnej
genéw cpk prowadzi do ustania transkrypcji dla wszystkich czterech genow szlaku
biosyntezy i dwoch genow regulatorowych ¢pkN i scbR2. Autor zaklada, ze biatko CpkO
dziata na innym wyzszym poziomie i aktywuje inne geny regulatorowe.

Podsumowanie. Oceniana praca doktorska stanowi istotny wklad w szczegolowe
poznanie biologii szczepu Streptomyces coelicolor A3(2), szlakow metabolicznych i
systeméw kontroli biosyntezy koelimycyny. Doktorant zrealizowat zamierzony cel badan,
sformutowane przez siebie hipotezy potwierdzit wynikami przemyslanych , logicznie
przeprowadzonych badan eksperymentalnych, przy wykorzystaniu nowoczesnych metod i
doskonale je zinterpretowat prezentujac doskonata znajomo$¢ Swiatowej literatury
naukowej i dojrzato$¢ naukowa Autor oceniajgc wartos¢ i znaczenie swoich wynikoéw na
pierwszym miejscu wymienia okreslenie roli biatka CpkO jako aktywatora zespotu genow
cpk poprzez jego oddziatywania na transkrypcj¢ i bialka CpkN wzbudzajgcego synteze
tioesterazy typu II przez gen scoT. Rownie wazne jest wykazanie, ze blokowanie syntezy
koelimycyny skutkuje nadprodukcja undecyloprodigiozyny i antybiotyku zaleznego od
wapnia . Jezeli podobne zalezno$ci wystepuja u innych producentéw antybiotykow moze
to w przysziosci otworzy¢ nowe kierunki badan , umozliwiajgc regulacj¢ syntezy
substancji antybiotycznych.

W mojej opinii praca ma wysokg wartos¢ merytoryczng i aplikacyjna, moze stanowi¢

podstawe dla rozwijania badan w tym zakresie. Jest dobrze napisana, literatura dobrana



wlasciwie a sformutowane wnioski w peni znajdujg potwierdzenie w przedstawionych
wynikach badan.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Bartosza Bednarza pt. ,, The functions of CpkO
and CpkN regulators in coelimycin synthesis and other antibiotic production pathways in
Streptomyces coelicolor A3(2) jest bardzo dobra i wnioskuj¢ 0 wyrdznienie jej stosowng
nagroda.

Praca doktorska w przediozonej do oceny wersji spetnia wszystkie wymogi okreslone
w Ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym ( Dz U. 2018 pz 1668 z dnia 20 lipca 2018 z
pozn. zm.) i stawiam wniosek o dopuszczenie mgr Bartosza Bednarza do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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