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Recenzja rozprawy doktorskie;j
Pani magister Magdaleny Antezak
»Analiza funkcjonalna wybranych "sierocych ”bialek regulatorowych

dwukomponentowych systemow transdukceji sygnalu u mykobakterii”

Systemy przekazujace sygnat sa jedna z wazniejszych drdg komunikowania si¢ komorek
z otoczeniem, co szczegdlnie jest istotne dla jednokomdrkowych organizméw, jakimi sa
bakterie. Liczne przykfady jak i rola systeméw dwusktadnikowych zostaty opisane na
przyktadzie organizméw modelowych jak 1 reprezentantow bakterii patogennych i
wolnozyjacych. U bakterii chorobotwdrczych szybkie i skuteczne przekazywanie sygnatu jest
waznym elementem przystosowania do efektywnego zasiedlania organizméw gospodarza.
Dlatego poznanie mechanizméw funkcjonowania tych uktadéw jak i ich podstaw genetycznych
jest wazne dla wiedzy o waznych procesach zyciowych bakterii patogennych. Do takich nalezg
pratki gruzlicy, Mycobacterium tuberculosis, bedace czynnikiem etiologicznym choroby
stanowigcej caly czas powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego oraz modelowy ich

odpowiednik, szybkorosnace pratki Mycobacterium smegmatis. Pani mgr Magdalena Antczak w



swojej pracy podjeta sie tematu badania czynnikdéw regulatorowych o niesprecyzowanej do tej
pory funkcji u pratkéw na modelu patogennych i niepatogennych gatunkéw. Swojg prace
wykonywata w Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej
PAN w bLodzi, pod opieka Pana prof. dr hab. Jarostawa Dziadka i Pani dr Renaty Plocinskiej,
dzigki czemu mogla skorzysta¢ z ogromnej wiedzy i doswiadczenia w pracy nad prgtkami, z
ktorej stynie zespdt Pana Profesora.

Przedmiotem badan Pani Antczak byly wybrane geny oraz kodowane przez nie biatka o
potencjalnej funkcji regulatorowej, dla ktérych nieznane sa kinazy spehiajace role
przekazywania sygnatu z zewnatrz komoérek, zwane biatkami "sierocymi” (orphan). Doktorantka
podjeta si¢ szeroko zakrojonej i konsekwentnie przeprowadzonej charakterystyki dwéch biatek
M. tuberculosis, Rv0195 i Rv0260 oraz odpowiednika tego ostatniego biatka u M. smegmatis,
Msmeg_0432. W zakres pracy wchodzito zbadanie fenotypu bakterii pozbawionych
odpowiednich genéw, okreslenie globalnej roli tych regulatorow w komdrce metodg analizy
transkryptomu, skonstruowanie ukfadéw do nadprodukcji biatek ze znacznikami,
scharakteryzowanie oddziatywan pomiedzy biatkami jak i biatek z DNA. Wszystkie te badania
wymagaly zastosowania bogatego zestawu nowoczesnych i1 dobrze dobranych metod
mikrobiologicznych, inZynierii genetycznej, biochemicznych jak i najnowszych metodologii
"omicznych", co bardzo pozytywnie wptyneto na poziom prezentowanej rozprawy.

Do najwazniejszych osiagnie¢ pracy doktorskiej Pani Magdaleny Antczak zaliczytabym:

- wykazanie, dzigki wieloetapowej i skomplikowanej konstrukcji odpowiednich
szczepOw niosacych mutacje, iz badane regulatorowe biatka nie sg niezbedne dla przezycia
komorki,

- zidentyfikowanie miejsc wigzania czynnikow regulatorowych M. smegmatis (0423 i
5784) do DNA,

- scharakteryzowanie roli powyzszych regulatorow M. smegmatis w szlakach
metabolizmu azotu

- wykazanie funkcji biatka Msmeg 0432 i jego odpowiednika u M. tuberculosis,

Rv0260c w przeciwdziataniu efektom stresu oksydacyjnego

Oceniana rozprawa ma uktad typowy dla tego rodzaju opracowan. Obszerny 1 jasno

napisany Wstep dobrze wprowadza w temat uktadéw regulatorowych pratkdéw oraz zagadnien



metabolizmu azotu, utatwiajac zrozumienie i docenienie czesci eksperymentalnej. Cele zostaly
okreslone tacznie ze szczegdtowym opisem etapow pracy - tu pewng niejasnos¢ wprowadza
pojawienie si¢ wsrod celow czastkowych analizy regulatora Msmeg 5784, ktéry nie zostat
wymieniony w celu gtéwnym. Rozdziaty Materiaty i Metody sa niewatpliwie mocna strong tej
pracy, opisujac bardzo doktadnie nie tylko podstawowa metodologie, ale i strategie konstrukcji
odpowiednich mutantow oraz systeméw do nadekspresji gendw, uzupelnione pomocnymi
schematami. Wykaz szczepdw i wektorow stosowanych w rozprawie jasno wskazuje na ogrom
pracy wlozone] w osiagnigcie zaplanowanych celéw (tu chciatlabym zapytaé o genezg
nietypowego  okredlenia  kolekcji  mikroorganizméw  jako  "Sztok laboratoryjny").
Najobszerniejsza czg$¢ rozprawy, rozdzial Wyniki, opisuje krok po kroku poszczegélne etapy
pracy zwigzanej z charakterystyka badanych potencjalnych biatek regulatorowych pratkéw.
Opisy doswiadczen sa zilustrowane rycinami. Dwa najwigksze zestawienia, wyniki analiz
fenomicznych i trankryptomicznych zawarte sg na zataczonej ptycie CD. Chciatam tu zauwazy¢,
ze trochg szkoda, iz wnioski z analiz macierzy fenotypowych zostaly w pracy ograniczone do
dos¢ skrotowych wnioskéw - taka ilos¢ zarejestrowanych zmian w réznych warunkach wzrostu
bytaby warta przedstawienia w gtéwnym tekscie pracy w postaci tabelki z wybranymi efektami
fenotypowymi, pogrupowanymi wzgledem okreslonych proceséw. Podobnie, analiza
transkryptomu mutantéw w genach badanych biatek regulatorowych zostata - ze zrozumiatych z
punktu widzenia danych literaturowych opisanych we wstepie - ograniczona gléwnie do tych
zwigzanych z gtodem azotowym. Rozdziat Dyskusja podsumowuje uzyskane wyniki w $wietle
dotychczas opublikowanych badan oraz zaktadanych celow; poziom tej czesci pracy wskazuje na
szeroka wiedzg i dojrzalos¢ naukowa Doktorantki.

Z obowiazku recenzenta chcialam zauwazy¢ drobne bledy edytorskie, jak np. pewien
skrot pojeciowy w okresleniu "techniki CFU" czy umieszczanie czeéci legendy rycin na
nastepnej stronie. Jednakze, catosciowo praca napisana jest tadnym jezykiem naukowym z

zastugujaca na podkreslenie dbaloscia o strong redaktorska (bardzo niewiele btedow literowych).

Poprositabym Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do kilku pytan i komentarzy
dotyczacych przedstawionych wynikéw i ich interpretacji:
- jakie byly podstawy wyboru tych wlasnie gendéw biatek regulatorowych u pratkow

sposréd innych, ktorych funkeja nie jest znana?
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- na jakiej podstawie stwierdzono czy badane biatka mozna okresli¢ jako sktadniki
systemow dwukomponentowych, dla ktérych istnieja komérkowe kinazy? Nawet jesli wykazuja
one podobienistwo do znanych komponentéw regulatorowych tych uktadéw, nie mozna
wykluczy¢, iz powstaty one w efekcie duplikacji kodujacych je gendéw i pézniejszych zmian
funkcjonalnych,

- Czy znane sa zmiany w poziomie ekspresji genéw badanych regulatoréw w czasie
wzrostu bakterii (w réznych fazach wzrostu) i czy koreluja z tymi zmianami poziomy
odpowiednich biatek? Jakie czynniki sigma odpowiadaja za transkrypcje z promotoréw tych
genow?

- Jakich wynikéw mozna by spodziewaé si¢ z analiz potencjalnego wiazania biatek
komérkowych z badanymi regulatorami stosujac metode pull-down z wykorzystaniem lizatow
bakteryjnych zamiast oczyszczonych pojedynczych biatek?

- przedstawione w rozprawie wyniki wskazuja na zaangazowanie badanych biatek
regulatorowych w procesy zwigzane ze stresem niedoboru azotu czy stresem oksydacyjnym.

Jaka moze by¢ rola odpowiedzi scistej w tych procesach oraz w dziataniu tych biatek?

W podsumowaniu niniejszej recenzji stwierdzam, iz wysoki poziom rozprawy doktorskiej
Pani mgr Magdaleny Antczak $wiadczy o bardzo dobrym wykorzystaniu zaplecza naukowego i
doswiadczenia zespotu i Promotoréw rozprawy, co razem z sumienna i niewatpliwie nietatwa
praca dato w rezultacie bardzo dobry efekt. Dlatego, z pelnym przekonaniem moge stwierdzié, iz
rozprawa spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim, wyszczeg6lnione w Ustawie z
dnia 18.03.2011 o stopniach naukowych i tytutach naukowych. W zwiazku z tym, zwracam sie z
wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
L.odzkiego o przyjecie rozprawy oraz dopuszezenie Pani mgr Magdaleny Antczak do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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