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Recenzja pracy doktorskiej Kingi Chlebickiej na temat: ,,GRONKOWCOWE SYSTEMY TOKSYNA-
ANTYTOKSYNA W BADANIACH OMICZNYCH”

Praca doktorska Pani mgr Kingi Chlebickiej dotyczy analizy wptywu systemoéw toksyna-antytoksyna
na ekspresje genéw oraz proteom patogennej bakterii Staphylococcus aureus. Badania systemow
toksyna-antytoksyna wskazuja, ze sg one istotne w regulacji wielu proceséw komérkowych i moga
warunkowaé¢ miedzy innymi utrzymanie plazmidowego DNA, odpowiedZ komoérek na warunki
stresowe, sekrecje biatek, wirulencje czy powstawanie komdrek o fenotypie typu persisters.
Poznanie mechanizmow regulujacych te procesy jest istotne dla powstawania i rozwijania nowych
metod terapeutycznych stosowanych dla zwalczania infekcji bakteryjnych w szczegdlnosci
wywotywanych przez bakterie o fenotypie MDR. Co ciekawe ze wzgledu na mnogosc i ztozonosé
systemow toksyna-antytoksyna ich aktywnosci nie sg do konica poznane. W zwigzku z powyiszym
uwazam, ze wybor tematu pracy byt jak najbardziej uzasadniony a uzyskane wyniki poszerzajg
naszg wiedze i stanowig istotny wktad dla poznania efektow komdrkowych aktywnosci systemow
toksyna-antytoksyna.

Praca zostata wykonana w na Wvydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Zaktadzie Biochemii Analitycznej. Praca zostata wykonana pod opieka dr hab.

Benedykta Wiadyki oraz dr inz. Emilii Bonar.



Rozprawa to 114 stron tekstu oraz zatacznik zawierajacy dane transkryptomiczne. W tekécie pracy
umieszczono 22 ryciny i 14 tabel. Rozprawa ma tradycyjny uktad. Na korcu po rozdziale dyskusja
znalazto sie krotkie podsumowanie otrzymanych wynikdéw i bibliografia. Po stronie tytutowej
umieszczono podziekowania, spis tresci, wykaz skrotéw, a nastepnie streszczenie pracy
przygotowane w jezyku polskim i w jezyku angielskim. Edycja pracy jest bardzo staranna. Praca jest
napisana bardzo dobrym jezykiem, w sposob zrozumiaty dla czytelnika i zawiera jedynie bardzo
nieliczne btedy edycyjne, ktére nie wymagajg poswiecenia im wiekszej uwagi. Przyktad to drobne
btedy w kolejnosci wprowadzanych rycin (str. 58) czy tez uzywanie terminu ,namnazanie” w
kontekscie reakcji typu PCR. Termin ,,amplifikacja” wydaje sie by¢ bardziej wtasciwym. Bardzo
dobrze przygotowano ryciny. W szczegdélnosci na uznanie zastuguja ryciny umieszczone we wstepie
pracy, ktore w graficzny sposéb przedstawiajg dziatanie poszczegdlnych klas systeméw toksyna-
antytoksyna. Rowniez schematy przeprowadzanych eksperymentdéw ufatwiaja lekture pracy.
Podsumowujac, zaréwno sposéb przedstawienia wynikéw, poprawnosc jezykowa, przejrzystosc i
spdjnosc tekstu jak i edycje pracy oceniam bardzo wysoko.

Wstep dobrze wprowadza czytelnika w lekture wynikéw i ich dyskusje przedstawione w dalszych
rozdziatach. Autorka opisuje klasy systemow toksyna-antytoksyna oraz techniki stosowane w
pracy. Przedstawia ogélny opis technik omicznych i mozliwosci jakie stwarzajg. Podkresle bardzo
dobry syntetyczny opis metod spektrometrii mas. Wstep tak jak i reszta pracy jest dobrze i zwiezle
napisany.

Cel pracy zostat opisany na stronie 33. W moim odczuciu tekst w tym miejscu nie jest idealny i
troszke zagmatwany co rzutuje na przekaz.

Rozdziat Materiaty i odczynniki nie budzi Zadnych zastrzezen. Réwniez dobrze opisano stosowane
w pracy metody oraz zakres prac w przypadku zlecania analiz do wykonania wyspecjalizowanym
jednostkom uczelnianym. Nie ma watpliwosci, ze udziat doktorantki w przygotowaniu prébek i
optymalizacji metod byt kluczowy.

Rozdziat Woyniki znajduje sie opis przeprowadzonych eksperymentéw. Doktorantka
zidentyfikowata najlepsza metode wytracania biatek z lizatow komorkowych S. aureus oraz
zoptymalizowata rozdziat biatek na Zzelach 2DE. Pozwolito to na przeprowadzenie analizy
proteomicznej szczepdw S. aureus typu dzikiego oraz z delecjg systemu SprG1/SprFl oraz
izogenicznego szczepu zawierajacego plazmid pNC35SprFl z genem antytoksyny. Porownujac
profile biatkowe w fazie logarytmicznego wzrostu hodowli oraz w fazie stacjonarnej,

zidentyfikowano biatka (odpowiednio 6 i 16), ktérych poziom réznit sie w poréwnaniu do szczepu



typu dzikiego. Analiza profilu biatek sekrecyjnych S. aureus identyfikowanych w pozywce
hodowlanej pozwolita ustali¢ odmienny poziom az czterdziestu kilku biatek w tym czterech biatek
typowo sekrecyjnych. Mechanizm lezacy u podstaw tej obserwaciji nie zostat zidentyfikowany.

W dalszej czesci analizowano wptyw toksyny PemK na ekspresje gendw S. aureus. Wykazano, ze
toksyny PemKsa i PemKsd wywieraja wptyw na transkryptom S. gureus. Nadekspresja PemKsa
skutkuje zmiang poziomu 415 transkryptéw a nadekspresja PemKsd 146 transkryptéw. Tu
prositbym o komentarz w jaki sposob aktywnos¢ toksyn miata by raz obniza¢ a raz podwyzszac
poziom transkryptow komérkowych? Jak mozna tlumaczy¢ podwyzszony poziom transkryptow
gendw kodujacych biatka opiekuricze oraz biatka zaangazowane w synteze DNA? Jaka jest opinia
doktorantki na catkowicie odmienny wpltyw PemKsa na transkrypty kodujace biatka zaangazowane
w transport i metabolizm i transkrypty kodujgce biatka zaangazowane w replikacje, rekombinacje
i naprawe czy tez translacje, budowe i biogeneze rybosomoéw?

Réwniez bardzo ciekawa obserwacja dotyczy analizy wptywu toksyny PemKsa i PemKsd na poziomy
biatek ulegajacych sekrecji. Doktorantka obserwowata, ze ekspresja toksyny PemKsa obniza
stezenie okreslonych biatek w pozywce. Proponuje, ze obnizenie to moze wynikaé z indukowanego
aktywnoscia toksyny obnizeniem stezenia wewnatrzkomaérkowego tych biatek.

Opisane eksperymenty s3 dobrze zaplanowane i przeprowadzone a uzyskane wyniki bardzo
rzetelne i interesujgce. Niewatpliwie doktorantka wykazata, ze analizowane systemy toksyna-
antytoksyna maja wptyw na poziom transkryptéw i wewngtrzkomérkowy poziom niektorych
biatek. Majg tez wplyw na poziom biatek identyfikowanych w pozywce hodowlanej a wiec na
sekrecje biatek S. aureus.

W rozdziale Dyskusja doktorantka w sposéb szczegétowy i wnikliwy omawia otrzymane wyniki. W
dobry sposdb odnosi sie do danych literaturowych w kontekscie uzyskanych przez siebie wynikow.
Nalezy podkreslic, ze uzyskane dane nie sg fatwe do interpretacji i do petnego wyjasnienia
wymagajg kolejnych eksperymentéw. Doktorantka podkresla kilkukrotnie, ze aby opisacé
mechanizmy warunkujgce zmiany poziomu okreslonych transkryptow i biatek wymagane sg dalsze
badania. Uzyskane przez doktorantke dane moga staé sie przedmiotem kolejnych projektéw
wyjasniajgcych szczegdotowe mechanizmy warunkujgce aktywnosc¢ analizowanych systemow-
toksyna antytoksyna.

Lektura tekstu nasuwa pytanie czy wiadomo jaki jest natywny poziom analizowanych toksyn i
antytoksyn w komarkach S. gureus i czy poziom ten jest poréwnywalny z poziomem uzyskiwanych

w eksperymentach, w ktérych prowadzono suplementacje z wykorzystaniem plazmidowego DNA?



Czy w normalnych warunkach antytoksyna wystepuje w duzym nadmiarze wzgledem toksyny? Czy

wiadomo jaki czynnik warunkuje stabilno$¢ antytoksyny?

Whniosek korncowy

Wyniki badan mgr Kingi Chlebickiej poszerzajg nasza wiedze dotyczacg systemow toksyna-
antytoksyna w S. aureus i stanowig wktad w rozwdj dziedziny nauk scistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki  biologiczne.  Doktorantka wykazat umiejetnos¢ prowadzenia badan
skomplikowanych proceséw biologicznych z zastosowaniem ztozonego warsztatu metod
transkryptomicznych i proteomicznych. W eksperymentach stosowata odpowiednie kontrole a
uzyskane wyniki zostaty prawidlowo zinterpretowane. Przedstawiona praca zostata dobrze
napisana a wyniki odpowiednio przedstawione. Praca spetnia kryteria stawiane dysertacjom
doktorskim, spetnia 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 pdin. zm.). W zwigzku z powyzszym
wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o

dopuszczenie Pani mgr. Kingi Chlebickiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.



