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Recenzja pracy doktorskiej Pani Matgorzaty Ptachetki pt. ,Mechanizmy inicjacji
replikacji chromosomu Streptomyces”.

Praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej pod
kierunkiem Pani Prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej oraz promotora
pomocniczego Pana dr Marcina Wolanskiego. W sktad pracy doktorskiej wchodzg
dwie publikacje oryginalne oraz praca przegladowa. Dotgczone publikacje wraz
materiatami uzupetniajgcymi poprzedzone sg krétkim wprowadzeniem. | tu juz na
wstepie chciatabym pochwali¢ Doktorantke, ktéra w sposoéb jasny, zwiezlty, a
jednoczes$nie wyczerpujacy, bez podawania zbednych danych, wprowadza czytelnika

w tematyke i wyniki prezentowanej pracy doktorskiej.

Adaptacja bakterii do réznych warunkéw $érodowiska wymaga kontroli
replikacji DNA, regulacji syntezy sciany komérkowej, podziatu komorki, ksztattu
komorki czy wiasciwosci otoczki komérkowej. Streptomyces, nalezgce do rodzaju
Gram-dodatnich  Actinobacteria, zawierajg w swoim genomie wiele gendw
kodujgcych metabolity wtérne, substancje przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwnowotworowe czy immunosupresyjne. Dlatego tez Streptomyces sa

przedmiotem intensywnych prac badawczych.

Mechanizmy inicjacji Streptomyces sg przedmiotem pierwszej publikacji
wigczonej do pracy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Ptachetki. Praca pt.
.Streptomycete origin of chromosomal replication with two putative unwinding
elements” zostata opublikowana w 2019 roku w Microbiology. Jest to praca
wieloautorska, jednak Doktorantka jest tu pierwszg autorka, ktérej udziat zostat

okre$lony na 68%.



W prezentowanej pracy autorzy przy uzyciu metod footprintingu analizowali in
vitro caly region sekwencji oriC Streptomyces. Badania te pozwolity na wyznaczenie
rejonow wigzacych biatko inicjatorowe DnaA, o sekwencji konsensowej 5'-
TT[G/C]TCCACA-3'. Nastepnie analizujgc in silico regiony oriC z kilku gatunkéw
Streptomyces, uzywajac algorytmu WebSIDD (stress-induced DNA duplex
destabilization), pozwalajgcego na wyznaczenie potencjalnie niestabilnych,
mogacych ulec rozpleceniu sekwencji DNA wyznaczono dwa miejsca (DUE 1 i DUE
2), w ktérych moze nastgpi¢ rozpoczecie formowania kompleksu replikacyjnego.
Natomiast, przy uzyciu nukleazy P1 przeprowadzono analizy in vitro regionu oriC
S. coelicolor sprawdzajgc czy te rejony zdolne sg do rozplecenia DNA w obecnosci
biatka DnaA. Badanie te sugerowato, ze rozwijanie DNA moze zachodzié w obrebie
obu rejonéw. S. coelicolor sporuluje tylko na podtozu statym, co ogranicza wybranie
odpowiedniej metody badania. Autorzy postanowili przeprowadzié mapowania RIP
(replication initiation point mapping) in vivo z wykorzystaniem S. venezuelae,
poniewaz gatunek ten przechodzi caly cykl zyciowy w plynnej pozywce i
charakteryzuje sie homogenicznym wzrostem w hodowli. Badanie RIP
przeprowadzone w szczepach z temperaturowrazliwym biatkiem DnaATs wskazato
DUEZ2 jako miejsce startu replikacji. Jednakze, autorzy pracy biorg pod wage fakt, ze
aktywnosc¢ transkrypcyjna sgsiednich gendéw moze mie¢ znaczenie w aktywagii
drugiego miejsca rozplecenia DNA DUE1 w zalezno$ci od fazy wzrostu. Czy

prowadzone byly badania sprawdzajace te hipoteze?

Pytanie, gwoli zaspokojenia ciekawos$ci recenzentki: czy zréznicowanie budowy,

aranzacji_miejsc_startu replikacji w réznych gatunkach bakterii moze powodowaéd

réznice w strategiach requlacyjnych tj. wykorzystanie DnaA-ATP czy DnaA-ADP w

kontroli formowania orisomow?

Jak juz wspomniano, wazng cechg Strepfomyces jest zdolno$¢ do
wytwarzania niezliczonej ilosci metabolitow wtérnych. Poszukiwanie, identyfikacja i
modyfikacja zespotéw gendéw odpowiedzialnych za biosynteze tych metabolitéw, a
takze okre$lenie transkrypcyjnej/translacyjnej regulacji takich zespotéw gendéw jest
przedmiotem wielu badan. AdpA jest kluczowym regulatorem kontrolujgcym zaréwno
metabolizm wtérny jak i zréznicowanie morfologiczne w Streptomyces. Wykazano, ze

ekspresja adpA podlega wielopoziomowej regulacji na poziomie transkrypcyjnym,



potranskrypcyjnym i translacyjnym. Dopiero ostatnie lata przyniosty pewne dane

wskazujgce na regulacje potranslacyjng AdpA.

W drugiej publikacji zatytuowanej “AdpA Positively Regulates Morphological
Differentiation and Chloramphenicol Biosynthesis in Streptomyces venezuelae”,
opublikowanej w 2021 roku w Microbiology Spectrum Doktorantka réwniez jest
pierwszg autorkg, ktorej udziat w powstawaniu pracy zostat okreslony na 55%. W tej
pracy po raz pierwszy opisano badania roli czynnika transkrypcyjnego AdpA w
morfologicznym réznicowaniu autoregulacji transkrypciji wtasnego genu i biosyntezie
chloramfenikolu w Streptomyces venezuele, ktory zostat ustanowiony jako model do
badan rozwojowych w Streptomyces. Wykazano, ze AdpASv wykazuje wysoki
stopien podobienistwa do innych odpowiednikow AdpA zarédwno na poziomie
aminokwasoéw, jak i organizacji domen. Obserwacje fenotypowe S. venezuele na
statych podtozach hodowlanych wykazaty, ze AdpASv jest wymagany do rozwoju
nadziemnych strzepek i tworzenia zarodnikéw, a wigc wptywa na zroéznicowanie

morfologiczne, podobnie jak w przypadku innych Streptomyces.

Aby oceni¢ czy AdpAsv oddziatuje z regionem promotora wtasnego genu i
wptywa na jego aktywnos$¢ przeanalizowano in silico organizacje miejsc wigzacych
AdpA w regionach promotorowych adpA z trzech gatunkéw - S. venezuelae, S.
coelicolor i S. griseus. Zbadano interakcje AdpA-promotor in vitro za pomoca testu
elektroforetycznego (EMSA) oraz in vivo za pomoca immunoprecypitacji chromatyny
potgczonej z gPCR (ChIP-gPCR). Wyniki pokazaty specyficzne oddziatywanie biatka
AdpA z promotorem adpA. Zbadano réwniez zdolno$é AdpASv do transkrypcyjne;
regulacji witasnego genu. Otrzymane wyniki upowazniajg do wnioskowania, ze

AdpASv pozytywnie autoreguluje aktywno$¢ promotora genu adpASv.

Chciatabym =zapytaé, czy AdpA moze neqatywnie requlowac¢ zréznicowanie

morfologiczne w Streptomyces?

Badania prowadzone w innych Streptomyces wskazywaly, ze AdpA moze by¢
zaangazowany w regulacje replikacji chromosomu. Jednakze, brak oddziatywania in
vivo z rejonem oriCSv nie wskazuje na udziat AdpA w regulacji replikacji
chromosomow na etapie inicjacji. Autorzy dyskutujg jednak mozliwos¢ oddziatywania
z oriCSv w innych warunkach srodowiskowych. Przeszukiwanie in silico sekwencji
genomu S. venezuelae przy uzyciu sekwencji konsensowej AdpASgss. griseus), 5'-

TGGCSNGWWY-3', umozliwito identyfikacje potencjalnych miejsc wiazania AdpA w



regionach promotorowych kilku gendéw zwigzanych z biosyntezg chloramfenikolu. Za
pomocg metody dyfuzyjnej Kirby-Bauera, poréwnujac produkcje chloramfenikolu w
szczepach typu dzikiego i mutantach z delecjg adpA, po zbadaniu antybiotycznych
witadciwosci ekstraktu pohodowlanego mutanta AadpA wykazano, ze adpASyv jest

niezbedny do biosyntezy chloramfenikolu u S. venezuelae.

W Dyskusji pracy analizujgc zmiany w poziomach AdpASv podczas cyklu
komoérkowego czy rozbieznos¢ miedzy poziomem transkryptu i biatka, autorzy
przedstawiajg bardzo interesujgca i nowatorskg hipoteze zaktadajgca, ze AdpA ulega
regulacji potranslacyjnej, w tym wypadku wydajnej proteolizie, ,ktéra zmienia
interakcje z DNA umozliwiajgc mechanizm regulacji ekspresji genéw zaleznych od

AdpA, w tym jego wtasnego genu’.

Trudno nie zadacé pytania, czy dostepne sa jakie$ nowe wyniki potwierdzajace te

hipoteze? Czy mozna przytoczy¢ inne dane literaturowe wskazujgce na

potranslacyjng modyfikacje AdpA w komérkach Streptomyces?

Nieco futurystycznie pytanie, czy planujac w Streptomyces okreslony uktad miejsc w

DNA wigzacych AdpA moznaby wplyngé na pojawienie sie wymaganych cech,

aktywacje lub hamowanie okre$lonych szlakdéw metabolicznych?

Trzecia praca wchodzaca w sktad pracy doktorskiej to praca przeglgdowa pt.
.otruktura chromosomu bakteryjnego — metody analizy oddziatywan biatko — DNA in
vivo” opublikowana w 2017 roku w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalne;.
Praca ma dwie autorki, ktérych wktad jest réwnocenny. W pracy tej w bardzo
przejrzysty i wyczerpujgcy sposob opisane sg rézne metody analizy chromosomu

bakteryjnego. Metody ilustrowane sg przejrzystymi rysunkami.

Podsumowujgc, dorobek Pani Matgorzaty Ptachetki $wiadczy o duzej
dojrzatosci naukowej, znajomosci wielu metod z zakresu genetyki, biochemii czy
biologii molekularnej. Prezentowane wyniki sg znakomitym punktem startowym do

dalszych badan Streptomyces.

Praca ta spetnia wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim, stanowi
oryginalne rozwigzanie przez autorke zagadnienia naukowego, wykazuje jej ogoéing
wiedze teoretyczng w dyscyplinie naukowej i umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny
Naukowej, Nauki Biologiczne, Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu



Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty Ptachetki do dalszych etapow

M Footclovdin.

Iwona J. Fijjatkowska

przewodu doktorskiego.






