WYDZIAL BIOTECHNOLOGH

ZAKLAD MIKROBIOLOGII MOLEKULARNEJ
ul. Fryderyka Joliot-Curie 14a
50-383 Wroctaw

tel. +48 71 375 25 02 | +48 71375 26 40
fax +48 71375 76 61

dziekanat wb@uwr.edu.pl | www.ibmb.uniwroc.pl Wroclaw 09.11.2024

Prof. dr hab. Dagmara Jakimowicz
Z-d Mikrobiologii Molekularnej
Uniwersytet Wroctawski

dagmara. jakimowicz@uwr.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Sroki pod tytulem ,,The role of
inorganic polyphosphate in the regulation of Escherichia coli CobB deacetylase activity

during amino acid starvation.”

Recenzowana rozprawa doktorska zostala wykonana w Laboratorium Biologii
Molekularnej, Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu Gdanskiego pod
opieka profesora Igora Koniecznego. Praca doktorska Magdaleny Sroki dotyczy roli
polifosforanu w regulacji metabolizmu i cyklu zyciowego bakterii. Rola polimeru reszt
fosforanowych pozostaje zagadnieniem bardzo stabo poznanym, a jego oddzialywanie z
biatkami i wplyw na ich aktywnos¢ jest szczegdlnie intrygujace. A zatem tematyka pracy jest
oryginalna i ciekawa.

Najwazniejsze osiagniecia Doktorantki w ramach pracy doktorskiej, to opracowanie
metody izolacji biatek oddziatujacych z nieorganicznym polifosforanem u bakterii Escherichia
coli, identyfikacja biatek wigzacych p‘olifosforan oraz zbadanie wplywu tego wigzania na
aktywnos¢ jednego ze zidentyfikowanych biatek — deacetylazy CobB. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze wigzanie dlugiej izoformy deacetylazy CobB do polifosforanu hamuje
deacetylacje bialka DnaA (inicjatora replikacji, rowniez wigzacego polifosforan, jak wykazano
wczesniej) oraz biatka DnaK (biatka szoku cieplnego). Doktorantka zbadata tez wplyw
eliminacji CobB na powrét bakterii do normalnego wzrostu po warunkach stresowych. Na
podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka zaproponowata nowy model regulacji replikacji

chromosomu oparty o deacetylacje¢ DnaA przez CobB po uwolnieniu obu bialek z
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polifosforanu. Mechanizm ten pozwala na przywrécenie replikacji chromosomu po ustgpieniu
warunkéw stresowych.

Rozprawa doktorska ma ukfad typowy dla prac eksperymentalnych i sklada Sie "z
nastgpujacych gtéwnych podrozdziatéw: Wstep, Materiaty, Metody, Wyniki i Dyskusja, oraz
dodatkowo zawiera Cel pracy, liste¢ skrotéw oraz wnioski koficowe zakonczone
przedstawieniem dalszych perspektyw badawczych, a takze wymagane streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Praca napisana jest w jezyku angielskim, na uznanie zastuguje zwieztosé
i precyzja wypowiedzi.

Wstep jest starannie skonstruowany. Informacje przedstawione we Wstepie zostaty
dobrane w tak, aby rozdzial ten wprowadzat czytelnika w tematyke badan. Doktorantka
przedstawia kolejno mechanizmy odpowiedzi bakterii na stres, skupiajac si¢ na szczegélnie na
odpowiedzi $cistej, nastgpnie przechodzi do akumulacji polifosforanu w czasie stresu oraz
regulacji replikacji chromosomu w zaleznosci od warunkéw srodowiskowych, po czym
omawia acetylacj¢ bialek. Na uznanie zastuguje umiejetne polaczenie poszczegédlnych
podrozdziatow.

Cel pracy jest bardzo precyzyjnie sformulowany. Rozdzial Materialy to poprawne
zestawienie stosowanych szczepéw, plazmidoéw, przeciwcial. Jedyna informacja, jakiej nie
moglam si¢ doszuka¢ to zrédio polifosforanu. Opis metod zawiera, oprocz podstawowych
metod analizy bialek i analiz oddziatywania biatko-DNA/polifosforan, takze szczegdtowy opis
procedur oczyszczania bialek uzywanych w pracy. Opis ten jest kompletny, z jednym
zastrzezeniem — zabraklo informacji o stezeniach koncowych stosowanych induktoréw (IPTG
i arabinozy, np. str. 36 i 37). Pomocne byloby takze wyrazne okreslenie metki i typu
chromatografii wykorzystanej dla oczyszézenia kazdego z biatek.

Wyniki uzyskane w ramach pracy opisano na 36 stronach. Doktorantka przedstawita
strategi¢ optymalizacji procedury izolacji biatek oddziatujacych z polifosforanem, a nastepnie
weryfikacj¢ wigzania do polifosforanu dwéch izoform deacetylazy CobB. W dalszej czesci tego
rozdziatu Doktorantka opisata wptyw polifosforanu na aktywnos$é CobB w deacetylacji dwéch
roznych substratow: DnaA i DnaK. Kolejno, w rozdziale Wyniki przedstawiono badania
podatnosci CobB na proteolize oraz wptyw CobB na reaktywacje wzrostu po warunkach
stresowych a takze analizy oddzialywanie acetylowanego DnaA z polifosforanem. Rozdziat
Wyniki stanowi dopracowang logiczng catos¢. Doktorantka prowadzi czytelnika przez kolejne
eksperymenty, wyjasniajac ich zasadnos¢, wyciagajac wnioski z uzyskanych wynikéw, co
sklania jg do postawienia kolejnych pytan badawczych i zaproponowania kolejnych pode;jsé

eksperymentalnych. Dzigki temu, pomimo zfozonosci problemu, rozdziat Wyniki czyta sie



bardzo dobrze. Nalezy tez pokresli¢, ze Doktorantka starannie opisata stosowane kontrole i
krytycznie przeanalizowala wszystkie organicznie przeprowadzonych eksperymentéw, takich
jak np. agregacja uzywanego biatka. Doceni¢ nalezy takze klarowno$¢ rysunkow, czesto
opatrzonych czytelnymi schematami eksperymentu.

Rozdzial Dyskusja stanowi krytyczng analize uzyskanych wynikow w kontekscie badan
przeprowadzonych dla innych bakterii. Doktorantka rozwaza réznice pomiedzy
zidentyfikowanymi biatkami wigzacymi polifosforan, analizuje role dwoch izoform biatka
CobB i skupia si¢ na regulacji DnaA. Doktorantka wplata w dyskusje dalsze pytania badawcze
i opisuje problemy wymagajace wyjasnienia. Z calg pewnoscig lektura tego rozdziatu
przekonuje o glebokiej analizie uzyskanych wynikéw. Praca doktorska zostata przygotowana
w oparciu o blisko 200 pozycji literaturowych co $wiadczy o doskonalym zapoznaniu z
literatura.

Podsumowujac uwazam, ze rozprawa doktorska pani Magdaleny Sroki jest bardzo
dobrze napisana i odpowiednio ilustrowana. Z obowigzku recenzenta przedstawiam jednak
kilka pytan, komentarzy i uwag, ktoére nasunely mi si¢ podczas lektury:

- W rozdziale Wstgp przy omawianiu mechanizmu odpowiedzi na gléd aminokwasowy
Doktorantka nie wspomniata o roli alternatywnych czynnikéw sigma. Chciatabym poprosi¢ o
wzmianke na ten temat podczas obrony.

- Rowniez w rozdziale Wstgp (strona 19) wspomniano sekwestracje oriC zalezng od metylacji,
jednak zabraklo informacji u jakich bakterii zaobserwowano to zjawisko, przez co mozna
wnioskowac, ze jest to zjawisko powszechne.

Pytania dotyczace rozdziatu Wyniki:

— analizujac rysunek 16, ktéry przedstawia badanie poziomu polifosforanu oparte o hydrolize
enzymatyczna, nasuwa si¢ pytanie, czy i w jaki sposdb sprawdzano skuteczno$¢ hydrolizy
polifosforanu,

- niektére z biatek oczyszczano jako fuzje z SUMO lub/i z His-tagiem. W pracy jednak nie
podano jaka fuzja byla stosowana i w opisie biatek fuzyjnych informacja o metce nie jest
podana,

- jakie dlugie byly czasteczki polifosforanu uzywane do eksperymentéw majacych na celu
zbadanie oddziatywanie polifosforanu z biatkami i jakie bylto ich zrédto?

- Doktorantka rozwazala hipoteze, ze polifosforan méglby przechwytywa¢ biatka wiazace
DNA i konkurowaé z chromosomem o wigzanie tych bialek. Czy sg podstawy by przypuszczac,

ze skuteczno$¢ takiego przechwytywania mogloby by¢ uzalezniona nie tylko od stgzenia



polifosforanu w komorce, ale takze od topologii DNA. Czy Doktorantka mogtaby
zaproponowac sposob, w jaki mozna by to zbada¢?

- W eksperymencie identyfikacji bialek wiazacych polifosforan (strona 60) z wykorzystaniem
szczepu dzikiego zidentyfikowano 98 biatek, natomiast w szczepie kontrolnym byto ich 91.
Tymczasem Doktorantka wspomina o 21 biatkach, ktére zidentyfikowano w szczepie
produkujacym polifosforan. Skad ta liczba?

- W Wynikach nieco mimochodem wspomniano o wptywie fuzji SUMO na funkcjonalnosci
CobB — poprosz¢ o szersze wyjasnienie na ten temat,

- rysunek 39 przedstawia DnaK z M. tuberculosis, nasuwa to pytanie, dlaczego nie pokazano
biatka z E coli?

Nalezy podkresli¢, ze praca doktorska Pani mgr Magdaleny Sroki jest przygotowana
bardzo starannie pod wzglgdem edytorskim i nie dostrzegtam istotnych bledéw redakcyjnych.
Jedyne drobne uwagi dotyczace redakcyjnej strony pracy to: lista skrotéw nie zawiera
wszystkich skr6tow uzywanych w pracy, np RNP i RNAP uzywanych na stronie 13, czy GITC
na stronie 44, narysunku 24 brakuje wyjasnienia sciezki oznaczone (-) n, na stronie 63 zabraklo
informacji o starterach uzytych w reakcji amplifikacji. Chciatabym zaznaczy¢, ze wymienione
powyzej uwagi i pytania nie wptywajg na bardzo wysoka ocen¢ pracy doktorskiej Pani mgr
Magdaleny Sroki.

Podsumowujgc, pragne podkresli¢, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
Pani mgr Magdaleny Sroki wnosi istotny wklad w poznanie roli polifosforanu w regulacji
aktywnosci biatek bakteryjnych. Uznanie budzi sposob opracowanie eksperymentu izolacji
biatek wiazacych polifosforan, weryfikacja zidentyfikowanych oddziatywan oraz krytyczne
przenalizowanie uzyskanych wynikow. Doktorantka uzyskata cenne wyniki, ktore pozwolity
na zaproponowanie nowego modelu regulacji replikacji chromosomu, poprzez regulacje
aktywnosci biatka DnaA. Uwazam zatem, Ze rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny
Sroki stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i jasno wskazuje, ze
Doktorantka nabyla wiedz¢ teoretyczna w tematyce rozprawy oraz umiejetnosci
prowadzenia pracy naukowej. Biorgc powyzsze pod uwage, potwierdzam, ze rozprawa
doktorska mgr Magdaleny Sroki spelnia warunki stawiane kandydatom do stopnia
doktora, okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym inauce (Dz. U. z 2018, poz. 1668 z p6Zn. zm.). Wnosze zatem do Rady Dyscypliny
Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Sroki do

dalszych etap6w postepowania o nadanie stopnia doktora.
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