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Recenzja osiggni¢cia naukowego stanowigcego cykl habilitacyjny,

innych osiggni¢é naukowych, osiggni¢é dydaktycznych i populary-

zujacych nauke, oraz kariery zawodowej Pani dr nauk biologicznych
Anny Henriques dos Santos de Sepulveda.

Recezja dotyczy posigpowania w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauki o zdrowiu w

dyscyplinie nauki medyczne.

A. Przebieg kariery zawodowej dr. Anny Heariques dos Santes de Sepulveda.

W latach 2000 - 2006 Pani Anna Grabowska (nazwisko paniefiskie Pani Anny Henriques dos Santos de Sapul-
veda) studiowala na Wydziale Biologii i na Wydziale Psychologii Uniwersytetu Warszawskiego w ramach MISMaP
(Migdzywydzialowych Indywidualnych Studiéw Matematyczno - Przyrodniczych). Uzyskala tytul magistra biologii
w 2005 r. i magistra psychologii w 2006 r__

W latach 2005 -2010 byla doktorantky Studium Medycyny Molekularmej przy WAM. Projeki realizowala w
Zakladzie Genetyki Bakterii naWydziale Biologii UW.

W 2010 r. obronila prace na stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii molekularnej na Wydziale
Biologii UW. Tytul rozprawy doktorskicj: “Sie¢ oddziatywan bialek szlaku utlenienia Dsb w komérkach Campylo-
bacier jejuni”.

W latach 2010 -2011 pracowala jako specjalistka w programic MOSAR w Narodowym Instytucie Lekéw (NIL),
Warszawa,

W latach 2011 - 2015 pracowala jako podoktorski pracownik naukowy w Instytucie Farmakologii i biologii
strukturainej (IPBS) w Tuluzie, we Francji.

W roku 2013 pelnila rol¢ wizytujgcego pracownika naukowego (visiting research fellow) na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskicgo.

W latach 2015 - 2019 pracowala jako podoktorski pracownik naukowy (ang. posi-doctoral research fellow) w
Londynskiej Szkole Higieny i MedycynyTropikalnej w Anglii.

Od 2019 roku do chwili obecnej jest adiunktem badawczo-dydaktycznym Zakladu Biofizyki, Fizjologii i Pato-
fizjologi, WAM, Warszawa.

B. Recenzja osiggni¢é naukowych, ktbre stanowig cykl habilitacyjny pod tytulem: “Regulacja pro-
cesoéw metabolicznych mykobakterii warunkujgcych ich wirulencje i stanowigcych potencjalny cel
ukierunkowanej terapii”.

Prezentowany cykl habilitacyjny sklada sig z trzech prac doswiadczalnych i jednej pracy pogladowej. Dr Anna
de Sepulveda sugeruje takic przeprowadzenie wspolnej oceny dodatkowej czwartej pracy do$wiadczalnej, ktorej
hpomtay:mh je czwartym autorem. Praca ta pozostaje jednak w bardzo scislym zwigzku tematycznym z calym cyklem

tacyjoym.

Przyczyng podj¢cia badaf bylo stwierdzenie istnienia unikalnych dla mykobakterii mechanizméw translacji
bezliderowych, licznych systemow toksyna - antytoksyna i innych mechanizméw pozwalajacych na przetrwanie
bakterii przez wiele lat w warunkach stresu i w nickorzystnych warunkach w organi#mie czlowieka, gléwnie w for-
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mie przewleklego zakazenia uspionego. Dokladniejsze badania tych mechanizméw mogloby stworzyé mozliwosci
terapii zakazenia Mycobacterium tuberculosis, zwlaszcza w stanie jego uspienia metabolicznego.

Na szczegblne podkredlenie zasluguje waga podjetego tematu badai. Gruilica nadal pozostaje jedng z najgro-
niejszych chordb zakainych. W Polsce w 2019 roku zanotowano 5321 nowych zakazed a 519 oséb zmarlo z powodu
tej choroby. GruzZlica utajona dotyczy ponad 25% populacji a ryzyko rozwoju choroby w ciggu Zycia ocenia sig na 5%
do 15%. W Polsce nowe zachorowania dotyczg glownie ludzi dorostych a epidemie grypy typu Covid19 mogg
jeszcze zwickszy( ty czgstodé zachorowan. Podobnie masowe migracje ludzi mogg zwigkszaé liczbe zachorowanh w

populacji

Praca |: Transtational regulation in mycobacteria and its implications for pathogenicity. Sawyer E, Grabowska AD,
Cortes T. Nucleic Acids Research, 2018, 46(14), 6950 - 6961.

Jest to praca pogladowa, kidra stanowi teoretyczng podstawg dla planowanych bada. Opisano znane réznice w
maszynerii translacyjnej bakterii i eukariontow, ze szczegolnym uwzglednieniem rbznic w strukturze rybosomow,
roli translacji bezliderowej (nickanonicznej) w powstawaniu infekcji bezobjawowej oraz roli systemow toksyna -
antytoksyna szczegilnie licznych u bakterii Mycobacterium tuberculosis i grajgeych role w ich adaptacii do nieko-
rzystnych warunkow érodowiska (hipoksja lub niedobory substanciji odzywezych).

Szeroko omawiany byl stan latentnej infekcji makrofagéw plucnych i tworzenie ziaminiakow zaleine od bloku
bakteryjnej syntezy bialka, selektywnej degradacji bialek, regulacji transkrypcji i zahamowanie fuzji fagosomu
z lizosomem. Szeroko mowione zostaly dwa typy mechanizméw inicjacji translacji - zaleznej od sekwencji Shine -
Dalgamo i od inicjacji translacji bezliderowej z tworzeniem szczegdlnego typu 708 rybosomow, ktore nie zawierajq
mRNA. Taka translacja obserwowana jest takze u £. coli dla niewielu mRNA i mozna j§ wykazaé po zablokowaniu
translacji zaleinej od sekwencji Shune - Dalgamo przez antybiotyk kasugamycyng. Translacja wymaga tez obecnodci
specyficznych rybosombw (bez bialek bS1 i bS21).

U Mycobacterium tuberculosis istnieje az 20% bezliderowych mRNA, istniejq tez specyficzne rybosomy ze
zmieniong strukturg biatek (brak bialka bS21). U 20% rybosoméw mykobakterii nie ma “mostka B9” - sekwencji
okolo 100 rybonukleotydow w obrgbie 235 rRNA, struktury ktora uniemozliwia tworzenie 705 rybosomoéw bez
obecnodci mRNA.

Autorzy szczegblnie wiele uwagi poswigcili systemom regulacji translacji w warunkach stresu (u £, coli i
Mycobacterium tuberculosis). Modyfikacje rybosomow sg obserwowane w hibernacji komérek w warunkach stresu.
U E. coli w stanie uspienia metabolicznego tworzg si¢ 1008 dimery rybosoméw. U Mycobacterium tuberculosis
w stanie hipoksji do tych rybosoméw przylgcza sig bialko RafH, ktére powoduje powstanie rybosoméw 708 (nie
zawierajgcych mRNA). Natomiast w glodzeniu do rybosoméw wigze sig biatko RafS uniemozliwiajgc lgczenie
podjednostek rybosoméw. W hipoksji obserwuje si¢ tez modyfikacje tRNA treoninowego - urydyna w antykodonie
UGU ulega zmianie na urydyno 5 - oksyoctan.

Waznymi systemami reakcji bakterii na stres s3 systemy toksyna - antytoksyna (TA). U E. coli toksyny MazF
odcinajg 5° kontec mRNA, a takie tng 3’ koniec 165 rRNA (z sekwencjq anty SD). Dodstkowo przecinajg 23S rRNA
i pewne sckwencje tRNA. W braku stresu toksyna jest blokowana przez malo stabilng antytoksyn¢. Brak antytoksyny
w stresie prowadzi do kompletnego bloku replikacji DNA, syntezy blony komorkowej i translacji a nawet do émierci
komoérki. M. tuberculosis ma szczegblnie wiele systemow TA, sq one odpowiedzialne za przystosowanie bakterii do
roznego typu stresu.

Autorzy rozwazajg tez mozliwos¢ wykorzystania omowionych wlasnodci M. wberculosis do terapii choroby, w

Praca ma wysoki impakt factor (IF = 11,147). Pani Grabowska (nazwisko paniefiskie Pani Henriques dos Santos
de Sepulveda) brala udzial w zbieraniu literatury, opracowaniu tekstu i pisaniu manuskryptu,

Praca 2: Molecular Basis for Extender Unit Specificity of Mycobacterial Polyketide Synthases. Grabowska AD,
Brison Y, Maveyraud L, Gavalda S, Faille A, Nahoum V, Bon C, Guilhot C, Pedelacq J, Chalut C, Mourney L.
ACS Chemical Biology, 2020, 15(12), 3206 - 3216.

Praca doswiadczalna poswigcona badaniu specyficznosci enzymdw typu syntetaz poliketydéw - glikolipidéw
fenololowych (PGL), kwaséw mykolowych i dimykocerosatow ftiocerolu (DIM), ktére znajdujg si¢ w lipidach blon
komérkowych mykobakterii. Te sladniki blon komérkowych odgrywajg powaing rolg w tworzeniu wirulencji bakterii
M. wiberculosis, M. leprae | M. ulcerans. Syntetazy poliketydow (PKS) sg nadzwyczaj liczng grupa enzyméw o
skomplikowanej wielopodjednostkowej strukturze. Dla prawidlowej funkcji enzymu wazna jest zwlaszcza domena
acyliransferazy (typu cis-AT i trans-AT).

Bakteria M. tuberculosis zawiera okolo 20 genéw kodujgcych rdzne syntetazy poliketyddw. Autorzy badali
krystaliczng strukture fragmentéw zawierajgcych domeng AT enzymoéw Pks13, Mas, PpsA i PpsC i badali wplyw
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rotnych mutacji na podjednostke wydtuzajgca enzymu. Trudno mi ocenié wyniki badah rozpraszania promieni X
(small-angle X-ray scattering SAXS) przez oczyszczone bialka, gdyz nigdy nie prowadzitem takich badan.

W zakresie badan sekwencji aminokwasowej domeny acyltransferazy AT enzymu Mas sg odmienne od domen
enzymbw Pksi3, PpsA i PpsC ale pozostajg typowe dla struktury acyltransferaz AT. Ustalono sekwencije, strukiure
i topografi¢ centrow aktywmych badanych enzyméw. Autorzy opisali trzy nowe struktury krystaliczne domeny AT
mykobakteryjmych PKS i badali reszty aminokwasowe, ktére wplywaja na specyficznoéé reakcji. Ma to praktyczne
znaczenie dla przewidywania specyficanosci substratowej réznych syntetaz poliketdow.

Impakt faktor omawiane) pracy wynosi 5,100. Pani Henriquez dos Santos de Sepulveda stworzyla koncepcje
badan, zaplanowala stosowane w badaniach szczepy bakteryjne, brala takze udzial w planowaniu i przeprowadzeniu
cksperymentédw genetycznych i biochemicanych, w analizowaniu i interpretacji wynikow a takze w opracowaniu
manuskryptu.

Praca 3: Multi-Stress Induction of the Mycobacterium tuberculosis MbcTA Bactericidal Toxin-Antitoxin System.
Ariyachaokun K, Grabowska A, Gutierrez C, Neyrolles O., Toxins, 2020, 12(5), 1 - 14.

Bakteryjny system toksyna (T) - antytoksyna (A) stanowi bardzo wainy mechanizim adaptacii bakterii do rdgmych
typow stresu. Toksyna hamuje wazne procesy bakteryjne, antytoksyna blokuje dzialanie toksyny, jest stabilna tylko
w korzystnych dla Zzycia warunkach ale staje si¢ niestabilna w stresie. Znanych jest 6 rodzin systeméw TA (zalezy to
od typu antytoksyny). M. muberculosis ma az 80 roznych systemow TA. Jeden z nich (MbcTA) koduje toksyne NAD+
fosforylaze (T) i antytoksyng (A).

Dia badania ekspresji toksyny (T) autorzy utyli wektor integrujgcy sig do chromosomu bakterii M. smegmatis
mc?155 (ktora nie ma endogennego operonu mbcAT) w glyV tRNA genie. Fkspresja genu toksyny jest pod kontrolg
promotordw indukowanych anhydrotetracykling. Promotor P606 (P1) silnie redukuje poziom NAD+ (do 2% normy)
ale jeszcze nie zabija bakterii.

Skonstruowano pomyslowy system informacyjny monitorujgcy ekspresjg gendéw bakterii zawierajacy reporter
konstytutywny (kodujcy biatko fluoryzujgce pod kontrolg promotora P1), reporter operonu mbeAT (kodujacy inne
bialko fluoryzujgce pod kontroly promotora/operatora operonu mbeAT) i gen kodujgcy dowolne bialko (regulator
ekspresji promotora mbcA). Udalo si¢ wykazaé, 7e silna ekspresja genu mbcA hamuje transkrypcje z promotora genu
mbcAT niezaleinie od obecnosci toksyny (autorepresja).

Badano funkcje promotora/operatora mbcAT. Jest on zlokalizowany w sekwencji 261 nukleotydow w regionie
poprzedzajgcym otwartg rameg odczytu genu mbeA. Miejsce wigzania rybosomu (RBS) znajduje sig na 16 nukleotydéw
przed ramg odezytn mbeA. Mutacja w sekwencii 10 nukleotyddw poprzedzajacych poczgtek translacii o 54 nukleotydy
calkowicie znosi ekspresj¢ genu mbcA. Promotor genu mbeA ma dwa powtdrzenia wigzane przez biatko represora.
Mutacje boksu ATA ponizej RBS obniza ekspresj¢ antytoksyny z promotora mbcA i mbe AT

Wplyw stresu - w dzikim szczepie Mtb H37Rv ekspresja z P4 w warunkach glodzenia, traktowania H,0; i
w obecnosci NO zwigkszala sig. Rola systeméw TA M. tuberculosis w tworzeniu stanu przetrwania w zakazonych
makrofagach plucnych nie jest jasna, ale wyhamowanie produkcji antytoksyny mogloby prowadzié do $mierci bakterii
1 do wyleczenia stanu utajonego zakatenia

Praca zawiera wiele wainych osiggnieé metodycznych i wynikéw badafi doswiadczalnych. Zaliczyé do nich
moéna opracowanie i konstrukcja integracyjnego plazmidu kodujacego konstytutywny reporter i fluoryzujacy reporter
indukowany pod kontrolg systemu TA. Réwniez badania doswiadczalne skoncentrowane na regulacjach ekspresji
genu antytoksyny (autoregulacja i ekspresja w warunkach stresu) sg wazne z punktu widzenia terapii zakazenia w
stanie uspicnia metabolicznego.

Praca jest oceniona na 4,546 punktow IF. Dr Anna de Sepulveda jest wsp6lautorkg projekitu badaf, opracowania
metod, przeprowadzenia eksperymentow, interpretacji wynikéw i napisania manuskryptu pracy.

Praca 4. Translation of a Leaderless Reporter Is Robust During Expotential Growth and well sustained During
Stress Conditions in Mycobacterium tuberculosis. Grabowska AD, Andreu N, Cortes T., Frontiers in Micro-
biology, 2021, 12(745320), 1 - 14.

Adaptacja M. fuberculosis do stresu w duzym stopniu zalezy od zmian w transkrypcji mRNA i jego translacii.
U bakterii (ale nie u eukariontéw) stwierdzono istnienie mRNA pozbawionego sekwencji liderowej. Translacja tego
mRNA odebywa si¢ przez wigzanie dwujednostkowych rybosoméw (708) do AUG kodonu start mRNA. Translacja
bezliderowego mRNA jest szczegblnie charakterystyczna dla mykobakterii gdzie az 25% mRNA jest bezliderowe.
Interesujace jest spostrzezenie, ze u mykobakterii synteza bialek stresu systemu toksyna - antytoksyna jest kodowana
przez bezliderowe mRNA.

Autorzy badali réanice migdzy bezliderowa a zaleing od sekwencji Shine Dalgamo trsnslacja w réinych warun-

kach stresu i infekcji makrofagéw phacnych. Uzyto w tym celu ziozonego wektora ekspresji pMV306 zawierajacego
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gen lucyferazy. Reporter translacji zaleinej od SD byl tworzony przez polaczenie promotora desA 1 genu (albo desA2
genu) z 5° UTR i 6 N-terminalnych kodonéw desA 1 genu. Reporter translacji bezliderowej byl tworzony przez
polgczenie regiondw promotora desA2 genu (lub desA lgenu) bez sekwencji 5" UTR i 6 N-terminalnych kodonow
desA2 genu.

Rézmice ekspresji zaleinej od SD i bezliderowych mRNA zalezaly od translacji a nie od transkrypcji. Reporter
bezliderowy jest translatowany takze w fazie wzrostu ekspotencjalnego. Ekspresja bezliderowych reportertw jest
niewiele zmniejszona w glodzeniu, w stresie spowodowanym przez NO i we wezesnych fazach infekcji makrofagow.
Wirdd bezliderowych gendw sg glownie geny stresu a takze geny cyklu kwasu cytrynowego i gen e-aminotransfera-
zy lizyny.

Wyniki badah potwierdzily przypuszczenie, #e bezliderowa translacja stanowi korzy$é adaptacyjng w stresie
zwigzanym z infekcja.. Zahamowanie tej translacji moze mie¢ znaczenie w terapii przypadkow utajonej gruzlicy.

Impact factor pracy wynosi 5,640. Pani dr Anna de Sepulveda stworzyla ogdlng koncepcje pracy, wygenerowala
szczepy reporterowe, przeprowadzila gléwne eksperymenty, interpretacje wynikow 1 opracowala manuskrypt pracy.

Praca dodatkowa (poza cyklem prac habilitacyjoych): An NAD+ Phosphorylase Toxin Triggers Mycobacterium
tuberculosis Cell Deth. Freire D, Gutierrez C, Garza-Garcia A, Grabowska A, Sala A et all. Molecular Cell,
2019, 73(6), 1282 - 1291.

Jest to praca wykonana przez trzy odrodki naukowe i przez wielkg liczbg autorow. Jest pierwszg pracg z cyklu
badaf nowego systemu odpowiedzi na stres u E. coli (systemu RES - Xre). Autorzy stwierdzili, 2e krystaliczna
struktura toksyny MbeT przypomina strukturg krystaliczng zaleinej od NAD+ egzotoksyny Carynebacterium
diphterie powodujacy degradacje komérkowego NAD+. Udowodniono tez, 22 MbeT jest NADH fosforylazy katalizo-
wang przez nieorganiczny fosforan.

Trzy geny kodujace antytoksyny M. tuberculosis sg waine dla zycia bakterii w tym Rv1990¢ kodujacy MbcA.
Autorzy badali wplyw ektopicanej kopii genu Rv198% (kodujgcego MbeT) na daiks typ M. tuberculosis i na bakterie
kompletnie pozbawione operonu Rv1989¢ - Rv1990c. W pierwszym przypadku nie obserwowano wplywu toksyny
na wzrost bakterii (zwickszala si¢ produkcja endogenne; antytoksyny), w drugim przypadku wzrost bakterii zostal
kompletnie zahamowany. Mutanaty R27E genu toksyny MbeT tracily aktywnoséé fosforylazy.

Praca ma duze znaczenie teoretyczne - odkryto nowg klasg bakteryjnych wewngtrzkomorkowych toksyn, kidre
nalez3 do systeméw AT 1 praktyczne - obniZenie aktywnosci antytoksyny MbcA zwicksza efekty antybiotykowej
terapii zakazenia M. tuberculosis (u myszy).

Impact factor pracy jest bardzo wysoki i wynosi 15,584 (200 punkiéw MEiIN). Pani dr Anna Henriguez dos
Santos de Sepulveda jest czwartym autorem wiclozespolowej pracy i dlatego praca formalnie nie zostala zaliczona
do cyklu habilitacyjnego. Tematycznie praca jest jednak silnie zwigzana z omawianym cyklem habilitacyjnym a
wkiad doktor de Sepulvedy byl maczny: projekt bada, opracowanie metod i przeprowadzenie czgéci eksperymentow.
Dlatego omawiam wyniki pracy razem z omowieniem cyklu habilitacyjnego.

Ogblna ocena cykdu prac habilitscyjnych dr Anny Henriquez dos Santos de Sepulveda r uwzglednicniem
pracy publikewanej w Molecular Cell, 2019,

Wszystkie publikacje cyklu poswigcone byly unikalnym cechom metabolizmu Mycobacterium tuberculosis,
zwlaszcza tym, kidre stwarzajg szansc na zastosowanic w terapii, zwlaszcza w stanie zakazenia uspionego. Badania
dotyczyly glownic typowej dla Mycobacierium iuberculosis wanslaci bezliderowej, syntezy poliketydow, skladnikéw
komérkowych blon bakterii i jednej z liczmych, specyficznych dla mykobakterii par endogenna toksyna MbeT - en-
dogenna anfytoksyna MbcA.

Rownie interesujgce byly osiggnigcia metodologiczne - tworzenie systeméw reporterowych ekspresiji bialek,
konstrukcja plazmidéw jak i metody hodowl: i zakazanie phucnych makrofagow czlowieka i myszy.

Calkowity wspélczynnik oddziatywania prac cyklu habilitacyjnego wynosi IF 26,433, punktacja MEIN - 340
Lacznie z publikacjg w Molecular Cell (praca poza cyklem) IF wynosi 42,017 a punktacja MEiN - 540,

C. Ocena pozostalych osiggnieé naukowych dr Anny Henriguez dos Santos de Sepulveda.

Pozostale publikacje dr de Sepulveda obejmujg 6 prac orginalnych, 2 prace przegladowe i jeden list do redakcji.
Publikacje mogg by¢ zaliczone do trzech blokéw tematyczaych:
- publikacje dotyczace etiologii zespotu chronicznego zmeczenia (CSF),
- publikacje dotyczace wirulencii paleczki jelitowej Campylobacter jejuni,
- publikacje dotyczace badan nietypowych B-laktamaz paleczek gram ujemmych.



e T
a. Publikacje dotyczqce etiologii zespolu chronicznego zmeczenia (CFS).

CFS jest chorobg cywilizacyjng dotyczacg 0,4 ludzkiej populacji spowodowang prawdopodobaie czynnikami
genetycznymi i Ssodowiskowymi. Etiologia choroby nie jest wyjasaniona a specyficzne markery diagnostyczne nie
zostaly opisane. Ten cykl obejmuje cztery publikacje:

1. Herpesviruses Serology Distinquishes Different Subgroups of Patients From the United Kingdom Myalgic
Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome Biobank. Domingues T, Grabowska A, et al. Frontiers in
medicine, 2021, 8, 1-11.

Praca eksperymentalna Autorzy podzelili badanych pacjentiw z CFS na cztery grupy etiologicne. Wszystkie
osoby o nicznanym lub niepotwierdzonym czynniku infekcyjnym CFS byly seronegatywne wobec wirusow EBV,

VZViCMV,

2. The SARS-CoV-2 receptor angiotensins-converfing enzyme 2 (ACE2) in Myalgic Encephalomyelitis/Chronic
Fatigue Syndrome:a meta-analysis of public DNA methylation and gene expression data. Malato J, Sotzny F,
Bauver S, Freitag H, Fonseca A, Grabowska A, et al, Helyonm, 2021, 7(8), 1-11.

Jest to metaanalira badaf serologicznych 1 genetycznych podatnodci 0séb z CFS na zakazenia wirusowe, W CSF
ekspresja genu ACE2 (receptora wirusa SARS-CoV-2) ale nie genu ACE w mononuklearach krwi jest obnizona.
Wynika z tego, 2e pacjenci z CSF majg wigksze ryzyko cigzkiego przebiegu COVID-19 i szczegolnie powinni byé
objeci profilaktyka.

3. Review of the Quality Control Checks Performed by Current Genome-Wide and Targeted-Genome Associs-
tion Studies of Myalgic Encephalomyelitis/Chronic Fatigue Syndrome. Grabowska A, Lacerda E, Nacul L,
Sepulveda N. Frontiers in Pediatrics, 2020, 8. 1-4.

Praca przeglgdowa wynikéw badan identy fikujgcych genetyczne czynniki powodujgce CFS - asocjacyjnych
badah calego genomu i ukierunkowamych badah asocjacji genomowych. Wyniki tych badah sg nicjednoznaczne i
wmqumeﬂmmmlmm
statystycznej.

4. A potential antigenic mimicry between viral and human proteins linking Myalgic Encephalomyelitis/Chronic
Fatigue Syndrome (ME/CSF) with zutoimmunity: The case of HPV immunization. Phelan J, Grabowska A,
Sepulveda N. Autoimmunity Reviews, 2020, 19(4), 1-5.

List do redakcji. Autorzy rozwazali hipotezg, 2¢ molekulama mimikra antygendw wirusowych i epitopow bialek
ludzkich moze powodowaé CFS. Taka molekularna mimikra antygenéw stosowanych w szczepionkach przeciw
wirusowi grypy (HINI1) lub wirusowi HPV moze powodowaé choroby autoalergiczne.

Autorzy stwierdzili, ze bialka HPV L1 sq podobne antygenowo do ludzkich bialek ANKDR16. W rozwoju CSF

mog4 miec znaczenie limfocyty T regulatorowe, kidrych liczba u chorych jest podwyzszona.
b. Publikacje dotyezgce wirulencji paleczki jelitowej Campylobacter jejuni:

C. jefuni powoduje czgste zatrucia pokarmowe i stany zapalne zolgdka i jelit. Badania prowadzone w tym cyklu
byly poswigcone regulacyi ekspresji genow bakierii i regulacyi tworzenia zewnatrzkomdckowych pecherzykow bak-
terii Campylobacter jejuni. Cykl obejmuje 3 publikacje i prace doktorsky:

1. Sodium Taurocholate Stimulates Campylobacter jefuni Outer Membrane Vesicle Production via Down -
Regulation of the Maintenance of Lipid Asymmetry Pathway. Davies C, Taylor A, Elmi A, Winter J, Liaw J,
Grabowska A et al. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 2019, 9, 1-12.

C. jejuni produkuje liczne toksyny i proteazy, ale ich dostarczenic do komérek gospodarza odbywa si¢ gldwnie
przez tworzenie zewngtrzblonowych pecherzykéw (OMV). Tworzenie tych OMV zalezy od czynnikéw organizmu
gospodarza i od czynnikéw bakterii (od szlakn utrzymania asymetrii lipidowej - MLA). Autorzy oceniali produkcje
OMYV przez zliczanie czgstek OMV metodg analizy nanoczasteczek.

Mutacja genu mlaA zwigkszala produkcjg czastek OMV. Obecnosé 0.2% taurocholanu sodu zwigkszala tworze-
nie OMV w dzikim szczepie C. jejuni ale nie w mutantach genu mlaA. Obecnoéé taurocholanu sodu zmniejsza
ekspresj¢ genéw mlaA i mlaC dzkich szezepow C. jefuni.
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2. Functional and bicinformatics analysis of two Campylobacter jejuni homologs of the thiel-disulphide oxido-
reductase, DsbA. Grabowska A. Wywial E, et al., PLoS ONE, 2014, 9(9). 1-16.
Anutorzy badali dwa homologi DsbA E. coli w C. jejuni. DsbAl jest wazna w procesie tworzenia fenotypu
autoaglutynacii, ruchliwosci i aktywnosci alkalicznej fosfatazy a DsbA2 dla akiywnosci arylosulfotransferazy
bakterii C. jejuni i scistej wspdlpracy z enzymem DsbB.

3. Campylobacter jejuni dsb gene exspression is regulated by iron in a Fur-dependent manner and by a trans-
lational coupling mechanism. Grabowska A, Wandel M. et al. BMC Microbiology, 2011, 11, 1-16.

Praca doswiadczalna poswigcona regulacji ekspresji genéw Dsb u C. jejuni. Autorzy odkryli trzy jednostki
transkrypcyme genow szlaku dsb w C. jejuni. Ekspresja tych genéw zalezy od obecnodci unikainego promotora genu
dsbA| regulowanego przez obecnos¢ zelaza i bialka Fur. Poziom bialek pozacytoplazmatycamych bakterii zalezy od
obecnodci jondw Zelaza w srodowisku.

Praca doktorska Wydz. Biologii UW, 2010: Sie¢ oddzialywan bialek szlaku utleniania Dsb w komérkach

Campylobacter jejuni.
Praca doktorska stanowi zapoczgtkowanie cyklu badah.

¢. Cykl badad nietypowych p-laktamaz paleczek gram ujemnych z zakazefi szpitalnych w Europie.

W tym cyklu badano p-laktamazy E. coli i Klebsielli. Enzynyy majy pewne maczenie w procesach nabywamia
odpormnosci bakterii na leki. Rezultatem badan byly dwie publikacje:

1. Characterization of two new CTX-M-25-group extended-spectrum f-lactamase variants identified in
Escherichia coli isolates from Israel. Vervoort J, Baraniak A, Gazin M, Sabirova J, Lammens C, Kazma M,
Grabowska A, et al. PLoS ONE, 2012, 7(9), 1-7.

Enzymy fi-laktamazy hydrolizujg antybiotyki B-laktamowe i powodujg opomoéé bakterii na te antybiotyki.
Geny blacry , kodujgce te laktamazy sa kodowane przez plazmidy i sq doéé zmienne genetycznie. Warianty enzymdw
CTX-M-94 i CTX-M-100 majg mutacje V77A w stosunku do CTX-M-25 i D240G w stosunku do znanego warianty
CTX-M-39. Autorzy scharakteryzowali nowe warianty -laktamaz pod wzgledem polozenia ich genéw na plazmidach
i ich zdolnosci do tworzenia odpornoscei na cefalosporyny.

2. Molecular characteristics of KPC-producing Enterobacteriaceae at the carly stage of their dissemination
in Poland, 2008-2009. Baraniak A, Grabowska A, Izdebski R, et al. Antimicrobial Agents and Chemothe-
rapy, 2011, 55(12), 5493-5499.

KPC (karbopenemazy K. pneumoniae) hydrolizujg antybiotyki laktamowe z grupy karbapeneméw. Autorzy
zbadali 119 izolatéw enterobakterii z zakazed szpialnych, Wérdd nich az 114 szczepow stanowily Klebsiella pneu-
maoniae. Badano heterogennodé tych izolatow (podtypy PFGE, podiypy plazmidowe, wzory p-laktamaz). Wyniki
wskazujg na istnienie horyzontalnego transferu plazmidéw niosgcych geny odpomosci na antybiotyki f-laktamowe.

D. Ogélna ocena osiggni¢¢ dr Anny Henriquez dos Santos de Sepulveda.

Dorobek naukowy przed osiggnigciem stopnia doktora nauk biologicznych sklada sig z 5 publikaciji o IF = 3. 57
oraz z 6 prac plakatowych na zjazdach krajowych i zagraniczaych (w Japomii, Grecji, Holandii). Punktacja MEiN
wynosi 64 punkty).

Dorobek naukowy dr n. biol. Anny Henriquez dos Santos de Sepulveda sklada si¢ z 19 publikacji o skumu-
lowanym impakt faktor IF = 73,070 i 1034 punktéw MEiN (11 prac doéwiadczalnych, 7 prac pogladowych i 1 list do
redakcji). Liczba cytowan z wylaczeniem autocytowaf wedlug bazy Scopus 212, wspodlczynnik Hirsta wedlug
bazy Scopus wynosi 9.

Autorka prezentowala prace na 14 zjazdach (w tym na 13 migdzynarodowych w Wielkiej Brytanii, Hiszpanii,
Rosji, Kanadzie, Francji i we Wloszech).

Prace prowadzone przez dr Anng de Sepulveda mialy istome odniesienia kliniczne i terapeutyczne:
- wplyw zakazets EBV, VZV, SARS-CoV-2 na powstanie zespotu chronicznego zmeczenia CSF,
- wystgpowanie mimikry molekulamej pomigdzy bialkami wirusowymi i ludzkimi jako przyczyna CSF,
- mutacje gendw szlaku MLA a wytwarzanie zewngtrzblonowych pecherzykéw w zakazeniach C. jejumi,
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- badanie systemu enzymow Dsb w zakazeniach C. jejuni,

- wykrycie nowych podtypéw B-laktamaz w plazmidach E. coli i tworzenie odpornosei bakterii na antybiotyki,

- badanie wariantow genetycznych karbapenemaz w bakteriach Klebsiella a ich odpornoéé na antybiotyki laktamowe,
- znaczenie ekspresji z bezliderowych promotosrdw w reakcji na stres srodowiskowy u M. fuberculosis,

- badanie lipidowych oslon komérek mrykobakterii warunkujgcych ich wirukence,

- badanie systeméw toksyna - antytoksyna mykobakterii i ich mozliwe znaczenie w terapii.

W opublikowanych badaniach stosowano interesujgce metody jak:
- badanie metylacji DNA i ckspresji genéw w okreslonych frakcjach komérkowych,
- badania biomformatyczne molekulamej mimikry bialek wirusowych w szczepionkach i biatek ludzkich,
- zliczanie generowanych zewnatrzblonowych pecherzykéw analizg sledzenia nanoczgstek,
metoda opdiniania migracyi w zelu (EMSA),
zastosowanie starej ale obecnie malo uzywanej metody PFGE do badania heterogennosci sekwencji DNA,
konstrukcja fluorescencyjnych i luminescencyjnych plszmidéw reporterowych w badaniu ekspresji gendw,
tworzenie liderowych i bezliderowych promotorow genow,
badanie z wysoky rozdzielczoscig struktur kompleksow bialkowych metodami rozpraszania éwiatla i SAXS,

Do osiggnig¢ naukowych nalezy takze zaliczy¢ realizowane projekty naukowe, nagrody i wyréznienia, wspol-
pracg z oSrodkami krajowymi i zagranicznymi oraz kursy i staze migdzynarodowe.

Autorka brala udrial w realizacji wielu projektow naukowych:
- 2006 do 2010 rokun granty MNiSW i Uniwersytetu Warszawskiego,
- 2010 do 2011 Europejski Zintegrowany Projekt MOSAR koordynowany przez Insern (Francja),
- 2011 do 2012 grant ANR (Francja),
- 2013 do 2015 grant FRM (Francja), jako kierownik projektu.
- 2025 do 2019 projekt Europejskie) Rady Naukowej ERC .

Nagrody i wyréinienia:
- stypendium FEMS (Zjazd EMBO 2016 rok)
- 1-sza Nagroda PTM im. Prof. Mikulaszka, 2012 r
- stypendium [UBMB/FEBS (Zjazd FEBS, Hiszpania 2012),
- Mazowieckie Stypendimm Doktoranckie 2009 rok,
- nagroda YSA (2009 rok - XV zjazd CHRO, Niigata, Japonia),
- stypendium PTM (zjazd w Szczecinie 2008 rok),
- stypendium FEMS na odbycie stazu w laboratorium UMR w Marsylii, 2008 r.
- nagroda MENiS (MISMaP na UW - 2005 r).

Oérodki z ktbrymi wspolpracuje dr. Anna de Sepulveda:
- Lab. Metabolizmu Mykobakterii i Badania Antybiotykéw, Francis Crick Inst. Londyn.
- Lab. Oddzialywan Gospodarz-Patogen w Grutlicy, Francis Crick Inst. Londyn.
- EMBL Hamburg, Niemcy.
- Inst. Farmakologii i Biologii Strukturalnej IPBS, Tuluza, Francja.
- IPBS, Grupa Jadrowego Rezonansn Magnetycznego i Interakeji Bialek Blonowych, Tuluza, Francja.
- IPBS, Grupa Otoczki Mykobakteryjnej, Tuluza, Francja.
- [IMCB, Lab. Bioinformatyki i InZynierii Bialek, Warszawa, Polska.
- IBB PAN, Srodowiskowe Lab. Spektroskopii Mas, Warszawa, Polska.
- Uniwersytet w Utrechcie, Utrecht, Holandia.
- Universite de la Mediterranee, Mwrsylia, Francja.

F. Dzialalno$¢ dydaktyczna dr Anny de Sapulveda.

W latach 2006 - 2009 (przed uzyskaniem stopnia doktora) Autorka prowadzila:
- warsztaty z nowoczesnych metod molekulamych w ramach Warszawskiego Festiwalu Nauki (WFN), Uniwersytetu
Warszawskiego (UW),
- wyklady z podstaw molekularmych patogenezy bakteryjnej w ramach WFN,
- éwiczenia z podstaw molekulmych patogenezy bakieryjnej na Wydziale Biologii UW,



- opicka nad 2-letnimi stazami dla czterech magistrantéw Wydziahu Biologii UW,
- opicka nad [-rocznym stazem dla magistranta Wydziatu Biologii UW.
- opieka nad 1-rocznym stazem dla pieciu licencjatow Wydziah Biologii UW.
W 2010 roku (rok uzyskania stopnia doktora):
- opieka nad trzema magistrantami (staze z Mikrobiologii Molekulamnej) w Narodowym Instytucie Lekéw.
W latach 2011 - 2015:
- opicka nad czterema magistrantami (staze z Mikrobiologii Molekulame;j, Biochemii i Biologii Komérki w IPBS
Tuluza, Francia).
W latach 2015 - 2019;
-mﬁﬁﬂmm[m;wmqim}wmmmy
TOKM:
- wyklady, seminania i éwiczenia z Biofizyki dla Wydzialu Lekarskiego WUM, Warszawa,
- wyklady, seminaria i éwiczenia z Fizjologii i Patofizjologii dla Kierunku Poloznictwa WUM, Warszawa,
- wyklady, seminaria i éwiczenia z Fizjologii z elementami Biofizyki dla Kierunku Pielggniarstwa | Ratownictwa
Medycznego, WUM, Warszawa,
- wyklady, seminaria i éwiczenia z Nauki o Czlowieku dla Kierunku Zdrowia Publicznego, WUM, Warszawa.

Podsumowanie:

Dorobek naukowy Dr Anny Henriques dos Santos de Sepulveda w szczegdlnodei zawarty w cyklu prac habili-
tacyjnych wnosi istomy wkilad w naszg wiedzg o mechanizmach powstawania odpornosci bakterii na terapi¢ i na
powstawanie stanu przewleklego uspienia metabolicznego w zakazeniu czlowieka przez M. uberculosis. Prace te
majg wiclkic znaczenie dla terapii przewleklych zakazen. Dodatkowo interesujgce s3 osiggnigcia metodyczne jak
konstrukcja zlozonych reporterow transkrypcji i badanie wplywu mutacji promotora/operatora genu mbcAT na
ekspresj¢ transkrypcji. Habilitantka ma ponadto duze doswiadczenie jaki pedagog i znakomite kontakty migdzy-
narodowe.

W moim przekonaniu Pani dr Anna Henriques dos Santos de Sepulveda spelnia ustawowe wymagania stawiane
kandydatom ubiegajgcym si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego zgodnie z artykulem 179 punkt 3 Ustawy
% dnia 3 lipca 2018 roku (Dz. U. z 2018 r. pozycja 1669) oraz z artykulem 27 punkt 1 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r.
pozycja L 789). Biorge powyisze pod uwage wiioskuje o nadanie Pani dr Annie Heariques dos Santos de Sepulveda
stopnia dokiora habilitowanego w driedzinie nauk medycznych i nank o zdrowin w dyscyplinic nauki medyczne.

{ rof, dr hab. Jacek
Genetyka Kliniczad
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