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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Bartosza Bednarza
»Rola biatek regulatorowych CpkO i CpkN w procesie syntezy coelimycyny oraz w szlakach

produkeji innych antybiotykéw u Streptomyces coelicolor A3 (2)

Metabolity wtérne pochodzenia mikrobiologicznego sa szeroka grupg zwigzkoéw, do ktérej
zalicza sie m. in. antybiotyki, czynniki wzrostowe i czasteczki o aktywnoici
przeciwnowotworowej. Posiadajg one bardzo duza warto$¢ w kontekécie zastosowania
terapeutycznego do leczenia ludzi lub zwierzat. Te zwigzki sa wytwarzane gtéwnie na drodze
aktywacji klastrow gendw (nieaktywnych w normalnych warunkach). Pomimo tego jak wazne sa
to czasteczki, niewiele wiadomo o regulacji ich ekspresji. Poznanie molekularnych
mechanizméw kontrolujgcych wytwarzanie metabolitéw wtornych ma ogromne znaczenia dla
efektywnosci ich wytarzania w procesach technologicznych. Praca doktorska mgra Bartosza
Bednarza dotyczy poznania biatek regulatorowych biorgcych udziat w procesie syntezy
coelimycyny oraz zidentyfikowania $ciezek produkcji innych antybiotykéw, bedacych pod
bezposrednig lub posrednig kontroly tych samych regulatoréw w Streptomyces coelicolor.
Badania zostaly wykonane w bardzo dobrym Laboratorium Biologii Molekularnej
Mikroorganizméw IITD pod opieka dra hab. Jacka Rybki oraz promotora pomocniczego dra
Krzysztofa Pawlika.

Recenzowana praca liczy 95 stron i zostata napisana w jezyku angielskim. Do pracy zostat
dotaczony, liczacy 37 stron, zatgcznik, ktérego wiekszogé stanowia wyniki analiz proteomiczych.
Wstep pracy liczy 20 stron. Autor rozprawy rozpoczyna go przedstawiajgc obiekt, na ktérym
prowadzit badania, czyli bakterie Streptomyces coelicolor, Omawia kolejno procesy réznicowania
I morfogenezy, nastepnie budowe genomu, zwracajgc szczeg6lng uwage na olbrzymia ilog¢
genow regulatorowych. W kolejnej czesci tego rozdziatu przedstawia synteze metabolitéw
wtdérnych, koncentrujgc sie na opisaniu syntezy antybiotykéw oraz wybranych elementéw
regulujgcych ich powstawanie, w tym czynnikéw sigma, dwukomponentowch systeméw
transdukcji sygnatu, biatek TetR oraz SARP. W koncowej czesci rozdziatu, doktorant opisuje
odkrycie coelimycyny, klaster genéw odpowiadajacych za jej biosynteze oraz poznane do tej

pory mechanizmy kontrolujace jej synteze.




Wstep jest napisany dobrze, a przedstawione informacje sa aktualne. Autor rozprawy
w sposob skrotowy przedstawit skomplikowane mechanizmy regulatorowe oraz genetyczne
podstawy syntezy metabolitéw wtérych. Ten rozdziat zawiera wszystkie istotne elementy,
pozwalajgce zrozumie¢ problem badawczy, ktéry postawit sobie autor recenzowanej pracy.

Celem pracy byto poznanie mechanizméw regulujacych synteze coelimycyny. Zasadnicza
role w tym procesie petnia dwa biatka CpkO i CpkN i na analizie ich aktywno$ci autor pracy
skupit swoja uwage.

Rozdziaty Materiaty oraz Metody sg napisane dobrze, ale czasami zbyt oszczednie. Bardzo
przypominajag w swojej formie opisy zamieszczane w publikacjach, ktére, ze wzgledu na

ograniczong ilo$¢ miejsca, sg zazwyczaj napisane skrétowo.

Do najwazniejszych wynikéw przedstawionych w rozprawie Pana mgra Bednarza
zaliczam:

~ otrzymanie szczepow S. coelicolor A3(2) z delecjg genu cpkO oraz mutanta z przerwang
ciagtoscia genu cpkN. Mutanty zostaly otrzymane z uzyciem konstruktéw kosmidowych
a ich poprawnos$¢ zweryfikowana za pomoca PCR. Celem potwierdzenia, ze otrzymane
szczepy sg prawidtowe, w kolejnym kroku doktorant otrzymat szczepy komplementacyjne.
Dodatkowo skonstruowany zostat szczep ze zmieniong sekwencja promotorowa w genie
AcpkN oraz szczepy z luceferaza, pozwalajace na ocene relatywnego poziomu transkrypcji
wybranych genéw. Otrzymane szczepy zostaly nastepnie scharakteryzowane pod wzgledem
fenotypowym;

—  przeprowadzenie szerokiej analizy proteomicznej otrzymanych szczepéw. W pierwszym
kroku zidentyfikowane zostaly peptydy pochodzace z 36% proteomu, dalsza analiza
potwierdzita obecnos¢ 1862 biatek, z ktérych 489 wykazywato statystycznie istotng réznice
pomiedzy szczepami. Wiekszo$¢ zmian dotyczyla biatek biorgcych udzial w syntezie
metabolitbw  wtérnych, ale niespodziewanie zidentyfikowano réwniez biatka
odpowiedzialne za podstawowe procesy metaboliczne. Otrzymane wyniki ujawnity nie
tylko zmiany w klasterze odpowiedzialnym za syntezg¢ coelimycyny, ale rdéwniez
undecylprodigiozyny i antybiotyku zaleznego od wapnia;

— ustalenie profiléw transkrypcji wybranych genéw klastra cpk. Doktorant uzyt systemu
reporterowego opartego na lucyferazie, aby przeprowadzi¢ analize ekspresji dziewieciu
wybranych biatek w typie dzikim S. coelicolor oraz z delecjg genu cpkO i przerwana
ciggloscia genu cpkN. Pomiary byly prowadzone przez 110 h poprzez odczyt luminescencji
co 30 min. Generalnie, doktorant zaobserwowat zgodno$¢ z wynikami proteomicznymi.

Analiza danych dostarczyta dodatkowych obserwacji dla genéw odpowiedzialnych za



biosyntezg, syntezg butanolidéw oraz regulatorowych, ktére pozwolily szerzej spojrze¢ na

aktywno$¢ biatek CpkO i CpkN.

Dyskusja jest ciekawa, autor rozprawy przedstawia krytycznie otrzymane przez siebie
wyniki i poréwnuje je z danymi literaturowymi. Opracowanie skomplikowanych relacji
pomiedzy elementami regulatorowymi i efektorowymi wymaga szerokiej wiedzy i dobrego
zrozumienia tematu. Autor rozprawy udowodnil, Ze potrafi to zrobi¢. Ponadto wykazat sie
znajomoscia literatury pokazujgc, analogicznie skomplikowane relacje dla biosyntez innych

metabolitéw wtérnych.

Otrzymane wyniki pozwolity mgr. Bednarzowi zaproponowa¢ doktadniejszy mechanizm
regulacji syntezy coelimycyny. W ramach swojej pracy potwierdzit, ze biatko CpkO jest gtéwnym
aktywatorem klastra cpk natomiast biatko CpkN jest odpowiedzialne za aktywacje genu scoT,
kodujacego tioesteraze typu 11, niezbedng do produkcji coelimycyny. Ponadto autor rozprawy
wykazat, ze biatka regulatorowe CpkO i CpkN wplywajg na inne szlaki biosyntezy -

aktynorodyny, undecylprodigiozyny i antybiotyku zaleznego od wapnia.

Praca jest napisana starannie. Znalaztem tyko kilka bledéw w tekscie. Rozprawa jest
bardzo skondensowana, liczy tylko 95 stron razem z literaturg, to sprawia pewien niedosyt przy
jej czytaniu. Czasami watro napisaé troche szerzej, dajac wigcej wskazéwek dla kolejnych

pokolent mtodych badaczy.

Mam kilka pytan:

1. Czy analizy MS byly wykonywane przez autora rozprawy osobiécie?

2. Zdjecia na figurach 1, 4, 5, 6 zostaty wykonane przez autora Czy zaczerpniete z innych
prac?

3. Poniewaz niepowodzeniem zakoriczyly sie préby otrzymania biatek CpkO i CpkN jakiich
fragmentéw, czy jest mozliwe, ze sg to biatka natywnie rozwiniete (ang. natively
unfolded) lub ze ich fragmenty sa w stanie rozwinietym? W takim przypadku, bardzo
trudno jest otrzyma¢ rekombinowane biatko w systemie bakteryjnym. Czy byly préby
uzycia do nadprodukcji systeméw eukariotycznych? Potwierdzenie wynikow opisanych
w rozprawie z uzyciem rekombinowanych biatek miatoby istotne znaczenie.

4. Czy zmiany w aktywnosci szczepédw komplementacyjnych mogg $wiadczyé,
o zaburzeniach w genomie (na etapie wprowadzona delecji lub otrzymywania

rewertanta)? Na ile autor rozprawy moze by¢ pewien otrzymanych wynikéw? Jak mozna



by potwierdzi¢, ze przeprowadzone operacje genetyczne nie wprowadzity
niepozadanych zmian w genomie?

5. Czy byly prowadzone préby potwierdzenia poczynionych w rozprawie obserwacji na
poziomie oznaczenia metabolitow? Bytoby to dobrym potwierdzeniem obserwacji

pochodzacych z analiz proteomicznych.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej mgra Bartosza Bednarza ,Rola
biatek regulatorowych CpkO i CpkN w procesie syntezy coelimycyny oraz w szlakach produkcji
innych antybiotykéw u Streptomyces coelicolor A3(2)” jest wysoce pozytywna. Autor pracy
zastosowat bardzo nowoczesne narzedzia badawcze, co sprawilo, ze otrzymane w rozprawie
obserwacje zostaty dobrze opublikowane. Pomimo wielu lat badaf, zaréwno mechanizmy
kontroli syntezy, jak i rola metabolitéw wtérnych (w tym antybiotykdw) jest bardzo stabo
poznana. Praca wykonana przez mgra Bartosza Bednarza dostarczyla warto$ciowych wynikéw
w tym obszarze.

Rozprawa doktorska mgra Bartosza Bednarza spelnia warunki ujete stosownymi
przepisami. Wnosz¢ o dopuszczenie mgra Bartosza Bednarza przez Rade Naukowa Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, majac na uwadze poziom przedstawionej pracy
oraz fakt opublikowania jej wynikéw, wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskiej stosowng

nagroda.
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