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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana magistra Tomasza ELebkowskiego
»Fosforylacja inicjatorowego biatka DnaA u Streptomyces coelicolor —

molekularny mechanizm i biologiczna funkeja"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Zakladzie
Mikrobiologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem promeotora, Pani prof.
dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej, oraz dr Marcina Wolanskiego, jako promotora
pomocniczego. Celem rozprawy bylo okreslenie roli nietypowego dla bakterii procesu fosforylacji
biatka DnaA w procesie replikacji DNA u bakterii Streptomyces coelicolor. Replikacja materiatu
genetycznego jako podstawowy proces zyciowy we wszystkich organizmach jest obiektem badan
biologéw molekularnych i biochemikéw od wielu dziesigcioleci, bakterie zas stanowiac dogodny
model badawczy, potrafia nadal pokaza¢ nowe mozliwosci regulacji tego procesu. Organizmy
jednokomorkowe przystosowujac sie do zmian w $rodowisku, rozwinety szereg mechanizmow
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metabolicznej. Bakterie o bardziej ztozonym niz klasyczna Escherichia coli cyklu rozwojowym
sa szczegllnie atrakcyjnym modelem do badad skomplikowanych procesow regulacyjnych
zachodzacych w réznych fazach wzrostu, Takim organizmem jest Streptomyces coelicolor, Gram-
dodatnia bakteria nalezaca do promieniowcow. Ten mikroorganizm charakteryzuje sie ztozonym
cyklem zyciowym, zawierajgcym m.in. stadium przypominajace wiclokomérkowe grzyby, dwa
rodzaje grzybni oraz posta¢ spor. Takie zroznicowanie etapéw wzrostu wskazuje, iz bakteria ta
posiada bardzo zlozony system regulowania proceséw Zyciowych, w tym przede wszystkim
replikacjii DNA. Badania nad regulacja dzialania maszynerii replikacyjnej i podziatow
komorkowych z zastosowaniem rdéinych modeli badawczych sa wiodacym tematem
prowadzonym w zespole Pani Profesor Zakrzewskiej-Czerwinskiej, tak wiec Doktorant mogt z
niewatpliwa korzyscia dla swojej pracy podjaé¢ bardzo interesujacy problem badawezy i
zastosowaé do jego rozwigzania szeroki zakres podejs¢ i nowoczesnej metodologii stosowanych
od lat w zespole Pani Promotor.

Prezentowana do oceny rozprawa ma posta¢ monografii, zawierajacej 114 stron i
sktadajacej sie z typowych dla prac eksperymentalnych czesci, poprzedzonych streszczeniem w
Jezyku polskim i angielskim oraz spisem tresci. Wstep w zwigzly sposéb wprowadza w
zagadnienia specyfiki cyklu zyciowego Streptomyces, oraz wyjadnia role réznych czynnikow w
regulacji inicjacji replikacji DNA. Podkresli¢ nalezy, iz dobér tylko istotnych dla pracy
wiadomosel w tak szerokiej dziedzinie, jakg jest replikacja, $wiadczy o umicjetnosei Doktoranta
wiasciwego wykorzystania wiedzy literaturowej. Cel pracy jest sformufowany jasno na tle
opisanego dotychczasowego stanu wiedzy i przedstawia pytanie o role nietypowego w éwiecie
bakterii zjawiska fosforylacji biatka inicjatorowego replikacji DNA, DnaA. Rozdziat 3, Materiaty
i metody, opisuje wyczerpujaco stosowane odczynniki wraz z ich miejscem wytworzenia,
zastosowang aparaturg, sktad pozywek i buforéw - ufatwieniem jest uporzadkowanie informacji w
formie tabeli, przydatne sa takze zebrane informacje na temat stosowanych narzedzi
bioinformatycznych. Zastosowane w pracy szczepy bakteryjne oraz konstrukty sa takze opisane
doktadnie, zabrakto jedynie informacji o pochodzeniu genu dnad w konstrukcie pET28a DnaA-
His. Opis stosowanych metod, facznie z konstrukcjg wektorow i szezepdw bakteryjnych jest
odpowiednio szczegblowy, aby mozliwe bylo nie tylko doktadne zrozumienie strategii
doswiadczalnych, ale takze skorzystanie z prezentowanej metodologii. Zauwazy¢ nalezy, iz w
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biochemicznych i molekularnych biatek, a hipotezy byly zazwyczaj weryfikowane przy uzyciu
wigcej niz jednego podejscia doswiadezalnego. W rozdziale Wyniki zostaty zaprezentowane etapy
pracy podjete dla realizacji celu rozprawy, wyrdznione tytutami podrozdziatow. Poszczegolne
wyniki sg zilustrowane fotografiami zeli, blotdw, wykresami oraz obrazami mikroskopowymi.
Tuta) mam kilka uwag do prezentacji wynikéw — niektére ryciny moglyby byé przedstawione w
powigkszeniu jak np. Ryc. 4.2; byloby lepiej, gdyby kolory przyporzadkowane domenom biatka
DnaA narycinie 4.5 odpowiadaty tym ze schematu zrys. 1.5; w legendzie do ryciny 4.1 nalezatoby
konsekwentnie stosowac okreslenia Sciezka (zamiast zamiennie z .. linia”™). W rozdziale Dyskusja
przedstawione zostaly mozliwe interpretacje uzyskanych wynikéw, takze w kontekscie
dotychczasowe] wiedzy; interesujaco zaprezentowane zostaty hipotezy dotyczace znaczenia
procesu fosforylacji DnaA u S. coelicolor. Krétkie podsumowanie zamyka przedstawienie
wynikow rozprawy. Spis literatury pokazuje znajomos¢ aktualnych prac z tematyki regulaciji
replikacji DNA. Zatgczniki zamieszczone na konfcu pracy ilustruja mapy skonstruowanych
plazmidow oraz pordwnanie sekwencji aminokwasowych domeny III DnaA u réznych gatunkow
bakterii. Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem naukowym, zwraca uwage dbalosé o
stylistyke, interpunkcj¢ i poprawne budowanie zdan, a takze brak wyrazen zargonowych.
Rozprawa podejmuje bardzo ciekawe zagadnienie procesu fosforylacji biatka DnaA. Taka
modyfikacja biatka inicjatorowego procesu replikacji DNA byla nieznana i nie opisana do tej pory
u organizmow prokariotycznych. Tak wige podjecie badari nad mechanizmem i rola tego procesu
stanowi o nowatorstwie pracy, a takze wnosi nowe informacje dla poznania mechanizméw
regulacji rozwoju Streptomyces coelicolor. Punktem wyjscia do rozpoczecia badan byly
opublikowane dane o fosforylacji DnaA w badaniu fosfoproteomu. Pierwszym etapem pracy bylo
zatem potwierdzenie tej obserwacji oraz proby skorelowania tego procesu z okreslonym punktem
w cyklu zyciowym bakterii. Kilka podejé¢ doswiadczalnych zakonczylo sie niepowodzeniem
(ktérego mozliwe przyczyny zostaly przeanalizowane w rozdziale Dyskusja), a dopiero
zastosowanie metody immunoprecypitacji dla izolacji fosforylowanych bialek i nastepnic
potwierdzenie obecnosci puli fosforylowanego DnaA pozwolito na weryfikacje zatozen
wstepnych projektu. Co ciekawe, obecnosé fosforylacji DnaA skorelowana byta z fazami cyklu
zyciowego 8. coelicolor — tymi, w ktorych obserwowana jest aktywnosé replikacyjna. Ta
obserwacja stanowita wazne i ciekawe odkrycie. a jednoczeénie byla podstawg do dalszych analiz
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DnaA ulegajacej fosforylacji pozwolita na podjecie prob skonstruowania mutantow w genie dnad:
nasladujacego stan fosforylacji oraz niezdolnego do fosforylacji. Mozliwe okazalo sie jedynie
wprowadzenie mutacji w drugiej kopii genu dnad, co dodatkowo wskazuje na istotna role
fosforylacji w regulacji aktywnosci DnaA. Modelowanie komputerowe (wykonane we wspotpracy
z Uniwersytetem Gdanskim) struktury biatek — natywnego oraz ze zmianami w miejscu
odpowiedzialnym za fosforylacje — wskazuje na mozliwa zmiane konformacji biatka DnaA przez
fosforylacje. Uzyskane konstrukty pozwolily na oczyszczenie odpowiednich biatek do badan in
vitro. Preparatyka opierafa si¢ na wykorzystaniu znacznika His — i tu mam pytanie: czy obecnosé
reszt histydynowych nie mogla byé powodem zmian w aktywnosci biatka? Jak réwniez,
checiatam zapyta¢, dlaczego w przypadku bialka DnaA T486A, ktorego preparat zawieral
dodatkowe bialka, nie zastosowano dodatkowego etapu oczyszezania np. na kolumnie z
jonami Co. Oraz, czy zanieczyszczenia frakeji preparatu T486A nie mogly by¢ przyczyna
zmian w widmie dichroizmu kolowego bialka. Charakterystyka biatka okreslanego 1ako
pseudofosforylowane wykazata, iz biatko to cechuje si¢ wyzsza aktywnoscia ATPazy oraz
zmniejszong zdolnoscig do wigzania DNA rejonu oriC — wyniki te wskazuja, iz fosforylacja jest
zwigzana ze zmianami w istotnych aktywnosciach biatka DnaA podczas replikacji.

Fosforylacja jako element regulacji aktywnosci biatka w komérce jest ZAZWYCZa]
przeprowadzana przez specyficzna kinazg, odbierajaca okreslony sygnat. W rozprawie podjeto
poszukiwania kinazy odpowiedzialnej za fosforylacje DnaA dzieki zastosowaniu mutantow
delecyjnych w genach kinaz. W ten sposob zidentyfikowano kinaze AfsK jako biatko
odpowiedzialne za fosforylacjg DnaA. Co ciekawe, wykazano, Ze jedynie nadprodukeja tej kinazy
wpliywa na lokalizacj¢ komplekséw replikacyjnych w strzepkach S. coelicolor, za$ jej brak nie
powodowat zmian w tej lokalizacji. Dlatego, chciatam zapytac, jakie sg efekty fenotypowe
delecji genu afSK — czy jest to np. spowolnienic wzrostu czy zmiany w czasie trwania
poszczegolnych faz rozwoju bakterii. W rozprawie stwierdzono, iZ nie zostaty przeprowadzone
eksperymenty w celu ilosciowego okreslenia stopnia fosforylacji DnaA w cyklu komérkowym —
czy takie badania s3 planowane, oraz, jakie bylyby mozliwosci przeprowadzenia takich
analiz?

Rozprawa przedstawia spojne wyniki badan wykazujace po raz pierwszy zjawisko.
mechanizm 1 przypuszczalng role fosforylacji DnaA w regulacji replikacji Strepromyces
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koncepcji i podejsé eksperymentalnych. Interesujace rezultaty badan przynosza kolejne wyzwania
I pytania, w zwigzku z czym chcialabym poprosi¢, aby Doktorant przedstawit hipoteze,
wyjasniajaca, dlaczego wlasnie S. coelicolor ma tak nietypowy sposéb regulacji aktywnosci
DnaA oraz czy podobny mechanizm moze wystepowa¢ i pelnié analogiczng role u innych
bakterii, nie tylko promieniowcow.

W podsumowaniu, moge stwierdzi¢, iz rozprawa doktorska Pana mgr Tomasza
Lebkowskiego wnosi interesujace i wazne informacje o nietypowym procesie regulacji aktywnosci
biatka inicjatorowego DnaA poprzez fosforylacje. Zaprezentowane w rozprawie badania stanowig
istotny wkiad w poznanie mechanizméw regulacji replikacji DNA u bakterii charakteryzujacych
si¢ zfozonym cyklem rozwojowym. Zastosowane podejscia do$wiadczalne i interpretacja
wynikow wskazuja na umiejetnosci Doktoranta w prowadzeniu badan naukowych, stawianiu
pytan i weryfikacji hipotez. Podkresli¢ nalezy, iz mimo trudnosci technicznych i niepowodzen
niektorych badan, cel pracy zostat osiagniety poprawnie i kompletnie, co $wiadczy takze o
wytrwatosci w prowadzeniu linii badawczej, jak i konsekwencji w realizacji zaplanowanych
zadan. Ponadto, istotna cze$¢ wynikéw prezentowanych w pracy zostata opublikowana (J.
Bacteriol., 2020).

W zwigzku z tym, stwierdzam, iz przedstawione w rozprawie osiagniecia naukowe
spetniaja wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku (wraz z pézniejszymi poprawkami i
uzupetnieniami) o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,
stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o stopieni doktora. Dlatego zwracam si¢ z wnioskiem do
Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie Pana mgr Tomasza t.ebkowskiego do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
Z uwagi na ciekawie poprowadzone i opisane badania, podjete ryzyko naukowe jak i znaczenie

wynikow prezentowanych w rozprawie, wnioskuje o jej wyrdznienie.




