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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Antczak pod tytulem
»Analiza funkcjonalna wybranych ,sierocych” bialek regulatorowych

dwukomponentowych systeméw transdukcji sygnalu u mykobakterii”

Recenzowana praca zostala wykonana w Pracowni Genetyki i1 Fizjologii
Mykobakterium, Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi, pod opieka prof. dr hab.
Jarostawa Dziadka, w zespole od wielu lat zajmujgcym si¢ biologig pratkow. Temat pracy
dotyczy jednego z mechanizméw odpowiedzi komorek Mycobacterium na stres
srodowiskowy. Prowadzone w ramach pracy badania maja znaczenie nie tylko poznawcze,
pozwalajace na zrozumienie fizjologii komorki bakteryjnej, ale takze poszerzajg wiedze na
temat mozliwosci zwalczania pratkdw. W konteks$cie wcigz niewyeliminowanych zakazef,
M. tuberculosis oraz rosngcego zagrozenia infekcjami powodowanymi przez pratki
wielolekooporne wiedza ta moze mie¢ ogromne znaczenie.

Doktorantka skupila si¢ na regulatorach transkrypcyjnych zwigzanych z
metabolizmem azotu. Celem pracy byla odpowiedz na pytanie, jaka jest rola wybranych
regulatorow transkrypcyjnych: biatka kodowanego przez gen msmeg 0432 (homolog
rv0260c) indukowany podczas glodu azotowego oraz produktu genu msmeg 5794,
globalnego czynnika transkrypcyjnego regulujagcego migdzy innymi metabolizm azotu.
Doktorantka wykonata szereg starannie zaplanowanych eksperymentéw, w ktérych
wykorzystala wyjatkowo bogaty warsztat badawczy. Przeprowadzone doswiadczenia
obejmowaly zaré6wno konstrukcj¢ zmodyfikowanych szczepow M. smegmatis jak i

M. tuberculosis, analizy ich wzrostu oraz analizy fenotypowe przy uzyciu systemu BIOLOG,




badania wrazliwosci na czynniki stresowe, analizy transkryptomiczne, nadprodukcje i
oczyszczanie biatek, oraz analizy oddziatywania biatek z DNA (technika EMSA). Analizy
transkryptomiczne w warunkach gltodu azotowego i warunkach optymalnych pozwolily na
identyfikacje regulonéw badanych czynnikow transkrypcyjnych, a to z kolei umozliwito
okreélenie potencjalnych miejsc wigzania badanych bialek do DNA. Ich wigzanie do
zidentyfikowanych regionéw promotorowych zostalo potwierdzone in vitro, co stanowi
rzetelng weryfikacje uzyskanych wynikéw. Co wigcej, Doktorantka okreslita wplyw delecji
gendw kodujgcych badane regulatory na zdolno$¢ pratkdw wykorzystania réznych zrodet
azotu oraz ich wrazliwo$¢ na obecno$¢ roznych czynnikdw chemicznych oraz antybiotykow.
Dodatkowo przeprowadzono analogiczne analizy szczepu M. tuberculosis pozbawionego
genu kodujgcego kolejny regulator produkt genu rv/95, ta czg$¢ pracy stanowi ciekawe
uzupetnienie wezesniej przedstawionych wynikow. Za najwazniejsze osiggnigcie Doktorantki
mozna uznaé¢ zidentyfikowanie istotnych czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych
metabolizm zwigzkow azotowych w komérkach pratkéw i potwierdzenie ich funkcji
biologicznej zaréwno in vivo, jak i in vitro, co oznacza ze Doktorantka w pelni osiggneta
zamierzony cel badawczy.

W dalszej czgéci mojej recenzji skupi¢ si¢ na omowieniu samej rozprawy doktorskie;.
Praca ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych. Wstep pracy stanowi dobre
wprowadzenie do tematyki badan. Przedstawiono w nim, oprocz krotkiej charakterystyki
bakterii nalezgcych do rodzaju Mycobacterium, ogdlne informacje dotyczace regulacji
ekspresji genow u bakterii, a nastgpnie omowiono szczegétowo mechanizm dzialania
systemow dwusktadnikowych, role kinaz i bialek regulatorowych. Znaczng czg$¢ wstepu
stanowi zestawienie dostepnych informacji na temat kolejno wszystkich systemow
dwusktadnikowych zidentyfikowanych u M. tuberculosis, a takze sierocych biatek
regulatorowych. W dalszych podrozdziatach Wstepu Doktorantka oméwita metabolizm azotu
u bakterii, skupiajac si¢ na szlakach metabolicznych niezbgdnych do asymilacji azotu i ich
regulatorach. Wstgp jest ilustrowany kilkoma rysunkami, niektére z nich — np. rys 2 i 3
przedstawiajgce schematy systemow dwusktadnikowych oraz zestawienie takich systeméw u
M. tuberculosis stanowia przydatny dodatek utatwiajacy czytanie tekstu. Jednak rysunki 4 i 5
przedstawiajgce geny zaangazowane w metabolizm sg raczej trudne w odbiorze i, przez to,
nieszczegdlnie pomocne. Mozna by zasugerowa¢, ze ulatwieniem byloby podanie
potencjalnej roli bialek kodowanych przez wymienione na rysunkach geny, tam gdzie jest ona
znana, i zaznaczenie biatek o funkcji potencjalnych regulatoréw. Formalne niedociggnigcie tej

czesci pracy stanowi brak odno$nikow do rysunkow w tekscie.



Rozdziat Materialy zgodnie z ogélnie przyjetymi zasadami zawiera tabele
przedstawiajace uzywane szczepy bakteryjne (Tabela 3.1) oraz wykaz oligonukleotydow
uzywanych w pracy (Tabela 3.2), jednak zdaniem recenzenta, tabela 3.1 bylaby bardziej
informatywna, gdyby zawierala réwniez zmodyfikowane szczepy M. smegmatis 1
M. tuberculosis uzywane w pracy, a nie tylko szczepy wyjsciowe. Poza tym w rozdziale
Materialty Doktorantka wymienita drobiazgowo wszystkie stosowane podioza, bufory,
enzymy itp, co z jednej strony moze stanowi¢ przydatny materiat referencyjny, ale z drugiej
strony, w niektérych przypadkach moze by¢ uznane za zbgdne (na przykiad Tabela 3.5
zawierajagca dokladne informacje o uzywanych enzymach restrykcyjnych, z podaniem
rozpoznawanej sekwencji). Warto zwroci¢ uwage, ze lepiej byloby w rozdziale Materiaty
utrzyma¢é konwencje tytutowania rysunkow - we Wstepie rysunki byly nazywane ,.figura” 1-7
a w Materialach ,,rycina”, dodatkowo nalezatoby uzupeini¢ tekst o odno$niki do niektorych
tabel np. 3.4.13.5.

Rozdziat Metody stanowi dokfadne i staranne zestawienie stosowanych procedur.
Jedyng moja watpliwo$¢ wzbudzilo umieszczenie w tym rozdziale schematu konstrukcji
wektorow integracyjnych do komplementacji mutantéw typu DCO ( rozdziat 4.20 i rycina
4.4), podczas gdy konstrukcja mutantow chromosomalnych, czy schemat konstrukcji
wektorow do nadprodukcji biatek znalazly si¢ juz w rozdziale Wyniki (rozdziat 5.2, rycina
5.5).

W rozdziale Wyniki Doktorantka opisata w poprawny, rzetelny i przejrzysty sposob
kolejno wykonane eksperymenty. Wyniki s3 nalezycie ilustrowane, opisy rysunkow sg
klarowne. Zabraklo mi jedynie troch¢ bardziej szczegétowego opisu wynikéw uzyskanych w
eksperymencie z zastosowaniem macierzy fenotypowych. Drobna uwaga, o ktérej warto
wspomnie¢ celem udoskonalenia prezentacji wynikow to zastrzezenie, co do wykonania
analizy uzyskanych przeciwciat anty-SUMO-Rv0260c, dla ktérej nie pokazano kontroli z
nieswoistym biatkiem, co nie pozwala okresli¢ specyficzno$ci przeciwciatl.

Rozdzial Dyskusja zawiera przemyslane interpretacje uzyskanych wynikéw i proby
wytlumaczenia obserwowanych zjawisk. Dojrzaty tok prowadzenia Dyskusji, umiej¢tnosé
wyciggania logicznych wnioskéw w oparciu o poczynione obserwacje jak i dane literaturowe,
oraz fakt, ze rozprawa zostala przygotowana zostala w oparciu o ponad 130 pozycji
literaturowych, niewatpliwie $wiadcza o doskonalym rozeznaniu Doktorantki w tematyce
badan.

Podsumowujgc formalng stron¢ przygotowania rozprawy doktorskiej mozna

stwierdzié, ze nie zawiera ona znaczacych uchybien. W tekscie pracy zauwazono tylko



pojedyncze zwroty zargonowe, czy inne niepoprawne sformutowania, takie jak ,,nadekpsresja

biatka” — zamiast ,,nadekspresja genu”, czy ,,sztok laboratoryny” oraz sporadyczne blgdy

interpunkcyjne. Praca napisana jest poprawnym naukowym jezykiem,

Lektura Wynikow 1 ich Dyskusji nasungla mi jednak kilka pytan, ktdére mogg stanowi¢

podstawe do dalszej dyskusji w trakcie publicznej obrony:

1.

Dlaczego przypuszczano, ze biatka Msmeg0432 1 Msmeg5784 moga wigzaé sig¢
kooperatywnie i wspdlnie regulowac ekspresj¢ genow? Jest to bardzo ciekawa
hipoteza i wyniki eksperymentu EMSA ja potwierdzajg, rzeczywiscie w przypadku
niektérych regionéow promotorowych obserwowano kooperatywne wigzanie obu
badanych regulatorow sugerujace ich wspoéltprace. Analiza ,,Pull-down”, ktéra miata
na celu potwierdzenie bezposredniego oddzialywania badanych biatek, dala bardzo
staby pozytywny wynik (Rycina 5.16). Czy rozwazano, ze obecno$¢ DNA moze
wplyngé na badane oddziatywanie? Czy Doktorantka mogtaby zaproponowac kolejny
eksperyment potwierdzajacy wspoldziatanie badanych biatek?

Wykazano brak wzrostu szczepdw z delecjami genéw kodujgcych badane regulatory
na podiozach z azotanami, jako jedynym zrodlem azotu, co potwierdza brak zdolnosci
asymilacji azotu. W rozdziale Dyskusja Doktoranka zaproponowala, ze wyjasnieniem
obserwowanego fenotypu moze by¢ na przyklad zaburzona ekspresja gendéw nirB i
nirD kodujacych kompleks reduktazy azotynow. Czy Doktorantka rozwazylaby
eksperyment potwierdzajacy, ze to obnizenie poziomu tych gendw odpowiada za brak
wzrostu szczepu z delecjg msmeg 0432 na podlozach z azotynami. Jak mdglby
wygladac taki eksperyment i jakiego wyniku mozna by oczekiwac?

W ostatnim etapie pracy sprawdzano wplyw eliminacji regulatora Rv195 (brak
homologu i M. smegmatis) oraz Rv260 na wrazliwo$¢ M. tuberculosis na wybrane
tuberkulostatyki. Rzeczywiscie mutant pozbawiony genu rv0260c charakteryzowat sie
wrazliwo$cig na niektore antybiotyki, jednak nie jest dla mnie catkiem jasne, co
sktonito Doktorantke do sprawdzenia wzrostu badanego szczepu w tych warunkach i
jak mozna powigza¢ wrazliwo$¢ na badane zwigzki z metabolizmem azotu? Ciekawe
wyniki uzyskano takze w eksperymentach badajacych wrazliwo$¢ szczepow
delecyjnych na reaktywne formy tlenu i azotu. Pomimo, ze w Dyskusji, krotko
omowiono potencjalne geny odpowiedzialne za taki fenotyp (strona 135), chciatabym

prosi¢ Doktorantke o szersze wyjasnienie tych zaleznosci.



Na zakoficzenie stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca mgr Magdaleny Antczak
opisuje istotne osiggniecie naukowe. Wysoko oceniam kompleksowy charakter badan oraz
szeroki zakres technik stosowanych Doktorantke, swiadczacy o jej doskonatym opanowaniu
warsztatu badawczego. Wspomniane pytania i watpliwosci nie wpltywajg w najmniejszym
stopniu na bardzo pozytywna ocen¢ pracy, natomiast uwagi dotyczace samego
przygotowania pracy maja jedynie charakter wskazowek na przyszlosc.

Uwazam, ze pracy mgr Magdaleny Antczak w pelni odpowiada wymogom formalnym
stawianym rozprawom na stopien naukowy doktora nauk biologicznych i w zwigzku z tym
przedstawiam Radzie Naukowej Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lédzkiego wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny Antczak do dalszych etapéow przewodu

doktorskiego.
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