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Tytut rozprawy doktorskiej. Fosforylacja inicjatorowego biatka DnaA u

Streptomyces coelicolor — molekularny mechanizm i biologiczna funkcja

Poznanie molekularnych podstaw proceséw zachodzgcych w cyklu komdrkowym

bakterii jest bardzo waznym aspektem badawczym. Mechanizmy inicjacji procesu replikacji,
segregacji genomoéw i podziatu komorek bakterii nalezg do kluczowych proceséw, a ich
prawidtowy przebieg decyduje o przezywalnosci mikroorganizméw w okreslonych
Srodowiskach.
Przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. Tomasza tebkowskiego zostata
wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej, Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu
Wroctawskiego pod kierunkiem Pani promotor prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-
Czerwinskiej oraz opieka naukowag promotora pomocniczego dr. Marcina Wolanskiego.
Przedstawione badania byty finansowane z projektéw Narodowego Centrum Nauki: Maestro
2 i Preludium 13.

Dorobek naukowy mgr. T. tebkowskiego to dwie publikacje w wysoko-notowanych
czasopismach: Applied Microbiology and Biotechnology (2016) "Two transcription factors,
CabA and CabR, are independently involved in multifevel regulation of the biosynthetic gene
cluster encoding the novel aminocoumarin, cacibiocin” (DOI: 10.1007/s00253-015-7196-7)
IF=3.4 oraz w J. Bacteriology (2020) "AfsK-mediated site-specific phosphorylation regulates
DnaA initiator protein activity in Streptomyces coelicolor” ( DOI: 10.1128/JB.00597-19) IF
3.67. Sg to publikacje wspotautorskie, a w drugiej pracy Doktorant jest pierwszym autorem,
co wskazuje na Jego dominujgcg role w wykonaniu doswiadczen i opracowaniu publikacji.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr. T. Lebkowskiego jest kontynuacjg i rozwinieciem
badan nad replikacja genomoéw bakteryjnych, prowadzonych z duzym sukcesem przez
zespdt prof. J. Zakrzewskiej-Czerwinskiej. W skiad ocenianej rozprawy doktorskiej wchodzi
Streszczenie (w jez. polskim i angielskim), obszerny Wstep, Metodyka badan, Opis wynikéw,

Dyskusja, Spis literatury i inne zatgczniki.

Wstep



Modelem badawczym w przedstawionej rozprawie sg gram-dodatnie bakterie nalezgce do
typu Actinobacteria (promieniowce) i rodzaju Strepfomyces. Bakterie te wystepujg gtéwnie w
glebie i srodowiskach wodnych. Opisano takze kilka gatunkéw patogennych dla roslin i ludzi.
Wazng cechg tych bakterii jest produkcja enzymow  hydrolitycznych  oraz
niskoczgsteczkowych zwigzkow 0 cennych wiasnosciach antybiotycznych,
przeciwgrzybowych i immunosupresyjnych wykorzystywanych w medycynie. Wybrany do
badan saprofityczny gatunek Streptomyces coelicolor ma ztozony cykl zyciowy, ktéry
rozpoczyna sie¢ od kietkowania zarodnika, z ktérego rozwija sie grzybnia wegetatywna
ztozona ze stopniowo wydtuzajacych i rozgateziajgcych sie strzepek. W strzepkach powstajg
poprzeczne przegrody dzielgce komorki na réznej wielkosci kompartmenty. Co ciekawe, w
kompartmencie moze tworzyé sie nawet kilkadziesigt kopii chromosomalnego DNA. W
dalszym procesie, po wyczerpaniu skfadnikéw odzywczych w podtozu, z grzybni
wegetatywnej powstaje grzybnia powietrzna, w ktérej dochodzi do kondensacji i segregacji
materiatu genetycznego, a proces replikacji DNA konczy sie tuz przed tworzeniem
zarodnikow. W dalszych procesach dojrzewania grzybni nastepuje rozdzielenie taricuchow
spor na pojedyncze spory, a pojedynczy zarodnik zawiera jedng kopie DNA. Ztozony
mechanizm cyklu zyciowego Streptomyces jest regulowany przez wiele mechanizmoéw, a
jednym z tych proceséw jest fosforylacja okreslonych biatek.

W obszernym i bardzo dobrze opracowanym Wstepie, Doktorant opisat gtéwne etapy
procesu inicjacji replikacji DNA; przedstawit znaczenie fosforylacji biatek (kinaz biatkowych)
w replikacji DNA, opisat strukture i funkcje regionu oriC replisoméw bakterii, enzymy
uczestniczgce w inicjacji i elongacji DNA oraz procesy regulacyjne dziatajace w inicjacji

replikacji w Streptomyces.

Gléwnym celem badan przedstawionych w pracy doktorskiej mgr. T. Lebkowskiego byto
poznanie biologicznej roli fosforylacji inicjatorowego biatka DnaA w modelowe] bakterii
Streptomyces coelicolor. Problem funkcji i znaczenia tej modyfikacji DnaA w procesie
inicjacji replikacji nie zostat do tej pory zbadany. Dodatkowo, podjeto préby wyjasnienia
molekularnego mechanizmu fosforylacji DnaA oraz innych biatek uczestniczacych w

modyfikacji potranslacyjnej inicjatora replikacji w S. coelicolor.

Materialy i Metody to rowniez bardzo obszerny (30 str.) rozdziat tej pracy doktorskiej, co jest
catkowicie uzasadnione ogromem materiatéw, podtdz, szczepow, konstruktow, technik
uzytych w badaniach DNA i biatek Streptomyces. Dobdr zastosowanych technik niewatpliwie
przyczynit sig do uzyskania bardzo dobrych wynikéw tej rozprawy i moze by¢ bedzie

pomocny w ksztatceniu kolejnych doktorantéw.



W kazdym laboratorium mozna spotka¢ rézne ,modyfikacje” nazw i okreslen w opisie metod,

takze w tej rozprawie mozna takie zauwazy¢, np.:

Str. 33. 1.3. i inne miejsca. ,..sporzadzenia mediow hodowlanych...” Stowa ,medium, media”
majg tez, jak wiadomo, inne znaczenie, a ,media hodowlane” to brzmi dziwnie. Wtasciwsze

stowo to: ,podioze”.
Str. 54. L15.iin. ,...w przypadku grupy odno$nikowej....” Dlaczego nie ,grupy kontrolnej"?

Str.55, Tabela 3.10 i in.. ,Kompozycja wykorzystanych w pracy zeli...” To jest po prostu

,sktad” zeli.
Wyniki

Badania rozpoczeto od potwierdzenia fosforylacji biatka DnaA w S. coelicolor. Wprawdzie
wczesniej opublikowano analize fosfoproteomow tej bakterii, lecz tylko w jednej publikacji
zidentyfikowano ufosforylowane biatko DnaA. Dla potwierdzenia fosforylacji inicjatorowego
biatka DnaA Doktorant zastosowat poczatkowo metode chromatografii cieczowej z
wykorzystaniem réznych zt6z, jednakze nie udato sig potwierdzi¢ fosforylacji tego biatka.
Kolejng probe identyfikacji fosforylacji DnaA Doktorant przeprowadzit metodg spektrometrii
mas z udziatem pracownikéw Srodowiskowego Laboratorium Spektrometrii Mas IBB PAN w
Warszawie. Rowniez w tym eksperymencie nie uzyskano pozytywnych wynikow. Dopiero w
kolejnych  badaniach, przy zastosowaniu metody immunoprecypitacji biatek z
wykorzystaniem przeciwciat anty-fosfo-treonina, jednoznacznie potwierdzono fosforylacje
inicjatorowego biatka DnaA.

W dalszym etapie badan oznaczono faze cyklu rozwojowego S. coelicolor, w ktorej
zachodzi fosforylacja DnaA. Ufosforylowane biatko zidentyfikowano w grzybni wegetatywnej i
powietrznej, lecz nie obserwowano tej modyfikacji w zarodnikach. Oznacza to, ze DnaA jest
fosforylowane tylko w tych fazach wzrostu gdzie zachodzi replikacja chromosomalnego
DNA. Kolejnym celem badan byta analiza wptywu fosforylacji treoniny 486 na konformacje
biatka DnaA. Modelowanie molekularne in sifico na bazie krystalicznego biatka DnaA Aquifex
aeolicus zostato wykonane z udziatem pracownika Wydziatu Biotechnologii UG i UMG.
Modelowanie in silico przeprowadzone dla biatek DnaA dzikiego typu, pseudo-
fosforylowanego mutanta DnaA T486D z substytucjg treoniny kwasem asparaginowym i
DnaA T486TP z fosforylacja treoniny. Uzyskane modele molekularne DnaA wykazaty, ze
biatko to sktada sie z czterech domen (I, Il, Il -IV) oraz regionu tgcznikowego
wystepujgcego w C-koncu Il domeny. Z tych badan wnioskowano, ze fosforylacja biatka
inicjatorowego DnaA wplywa na jego konformacje - zmienia sie wzajemne potozenie domen

[11'i 1V, a region tgcznikowy wigzacy nukleotyd ulega poszerzeniu.



Badania dichroizmu kotowego przeprowadzono na oczyszczonych biatkach DnaA -
dzikiego typu i zmodyfikowanymi T486D i T486A (podstawienie treoniny alaning). Analiza
widm tych trzech wersji biatka wykazata, ze struktura drugorzedowa biatka dzikiego typu i
biatka pseudo-fosforylowanego T486D sg podobne, natomiast widmo DnaA T486A znacznie
sie réznito, co oznaczato negatywny wplyw tego biatka na strukture DnaA. W analizie
aktywnosci ATP-azowej hiatka DnaA wykazano dwukrotnie wiekszg aktywnos¢ dla biatka
pseudo-fosforylowanego w porownaniu do biatka dzikiego typu. Natomiast analiza
powinowactwa tych biatek do regionu catego oriC i jego skréconej wersji, badana metoda
opdznionej migracji w zelu (EMSA) wykazala stabsze wigzanie biatka T486D do oriC w

poréwnaniu do biatka dzikiego.

W kolejnym etapie pracy, Doktorant podjgt badania nad enzymami uczestniczgcymi w
potranslacyjnej modyfikacji biatka DnaA. Sposrod szeregu mutantow S. coelicolor
delecyjnych w genach dla kinaz zidentyfikowano gen dla kinazy AfsK, ktérego delecja
prowadzita do braku fosforylacji DnaA, a komplementacja tej mutacji przywracata te
modyfikacje. Oczyszczona domena katalityczna (CD) kinazy AfsK w obecnosci ATP byta
zdolna do fosforylacji DnaA. Kinaza AfsK lokalizuje sie subkomérkowo, gtéwnie w
wierzchotkach grzybni. Dla sprawdzenia, czy kinaza AfsK wptywa na proces replikacji in
vivo, usunieto gen afsk, lecz jego delecja nie powodowata istotnej zmiany lokalizacii
replisoméw, Natomiast nadprodukcja kinazy AfsK w skonstruowanym szczepie S. coelicolor,
w istotny sposéb zmieniata lokalizacje replisoméw przesuwajgc je w kierunku wierzchotka

grzybni, co przedstawiono w mikroskopii fluorescencyjnej.
Dyskusja

W tej czesci rozprawy Doktorant podsumowuje, ale tez uzupetnia wyniki swoich
badan na tle juz opisanych w literaturze, zwracajgc rowniez uwage na nieopisane
mechanizmy regulujgce inicjacje replikacji chromosomdw; np. nie wiadomo jaki jest
mechanizm ,wybierania” z catej puli chromosoméw tych, ktére sg replikowane w obrebie
kompartmentu Streptomyces. Autor dowodzi, ze fosforylacja biatka DnaA reguluje inicjacje
replikacji chromosomalnego DNA w fazach aktywnego wzrostu grzybni. Wazng obserwacja
jest tez fakt, ze aktywnos$¢ inicjatorowa DnaA ulega zmianie w zwigzku ze zmiang
konformacji domen i tym samym ekspozycji kieszeni wigzgcej nukleotyd ATP. Reszta
treoniny jest fosforylowana potranslacyjnie w Ill, C-kocowej domenie DnaA. Na regulacje
czestosci inicjacji DNA wplywa takze poziom aktywnosci ATP-azowej biatka DnaA, co
udowodniono w eksperymentach z mutantami DnaA. Nadmierna aktywnos¢ ATP-azowa pod
wptywem fosforylacji moze powodowaé gromadzenie sie¢ DnaA w kompleksie z ADP, co

powoduje zahamowanie inicjacji replikacji. Doktorant przedstawit takze wyniki badan nad
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kinazg AfsK fosforylujgcg biatko inicjatorowego DnaA. Stwierdzono, ze komplementacja
delecji genu afsK przywracata fosforylacje biatka inicjatorowego DnaA. Roéwniez
oczyszczona domena katalityczna AfskK CD oddziatywata z biatkiem DnaA.

Niektore doswiadczenia opisane w Wynikach i uzupetnione w Dyskusji, mimo duzego
wktadu pracy, =zakonczyly sie niepowodzeniem. Doktorant szczegdtowo wyjasnia
prawdopodobne przyczyny niepowodzen, co uwazam za bardzo pozytywne podejscie do
wiasnych badan. Autor réwniez krytycznie odnosi sie do niektérych pozytywnych
dodwiadczen, ttumaczac swoje watpliwosci, co nalezy uznaé za niespotykany element
rozpraw doktorskich. Uwazam, ze doktadnie opisany przebieg wszystkich doswiadczen

(udanych i nieudanych) stanowi duzg warto$¢ przedstawionej pracy mgr. tebkowskiego.
Do gtéwnych osiggnieé Doktoranta mozna zaliczy¢:

1. Potwierdzenie fosforylacji biatka inicjatorowego DnaA metodg immunoprecypitacii.

2. Ustalenie, ze fosforylacja DnaA zachodzi tylko w tych fazach wzrostu grzybni, gdzie
zachodzi replikacja DNA.
Ustalenie, ze fosforylacja DnaA powoduje zmiane konformacji biatka inicjatorowego.

Okreslenie funkcji i lokalizacji komérkowej kinazy AfsK S. coelicolor.

Pytania: Czy Doktorant planuje w dalszej swojej pracy naukowe] kontynuacje badan nad
replikacjg DNA na modelu Streptomyces, czy moze na innych bakteriach? Jaka czesc¢ tych

badan sprawita Panu najwiekszy problem?

W podsumowaniu, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr.
Tomasza Lebkowskiego prezentuje wysoki poziom naukowy, szerokg wiedze Doktoranta, a
takze interesujace podejscie do wtasnych osiggnieé. Przedstawiono bardzo ciekawe wyniki
uzyskane z zastosowaniem wielu metod i technik molekularnych, ktére pozwolity na
uzyskanie nowych informacji dotyczacych mechanizmu inicjacji replikacji DNA Streptomyces

coelicolor. Cze$¢ tych badan zostata opublikowana w czasopi$mie J. Bacteriol. 2020.

W mojej ocenie, rozprawa ta spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim
zawarte w Ustawie o Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 14 marca 2003 r. z p6zniejszymi
zmianami. Zwracam sie do Rady Naukowej Woydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr Tomasza tebkowskiego do dalszych

etapow przewodu doktorskiego i przyjecie rozprawy doktorskiej.



Jednoczesénie, ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukowa, oryginalnos$¢ i znaczenie
poznawcze pracy, sktadam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej o wyréznienie

rozprawy stosowng nagroda.

L Gl Slis

Prof. dr hab. Anna Skorupska



