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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Sroki pt.: ,, The role of inorganic polyphosphate in the
regulation of Escherichia coli CobB deacetylase activity during amino acid starvation”

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Sroki zostata wykonana pod opieka Pana prof. dr hab.
Igora Koniecznego w Zakfadzie Biologii Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Rozprawa ma forme monografii
przygotowanej w jezyku angielskim. Zawiera wszystkie tresci niezbedne do jej rzetelnej oceny w
kontekscie wymogdéw wskazanych w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. prawo o Szkolnictwie
wyzszym i nauce jako niezbednych do nadania stopnia doktora.

1. Czy tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnien istotnych dla rozwoju dyscypliny
biotechnologia?

Nieorganiczny polifosforan (PolyP) odgrywa wazing role w regulacji szeregu procesow
fizjologicznych w odpowiedzi na stres komorkowy i warunki gtodu aminokwasowego w komdrkach
bakterii. Uwaza sie, ze mechanizm dziatania PolyP jest zwigzany ze zdolnoscig tego zwigzku do
interakcji ze specyficznymi biatkami. Dotychczasowe wyniki badan wskazujg, ze PolyP w warunkach
stresowych jest zaangazowany w regulacje podstawowych proceséow biologicznych takich jak
translacja, replikacja DNA chromosomowego i podziaty komdrek bakterii. Chociaz istotne znaczenie
polyP dla przetrwania bakterii w warunkach stresowych jest znane od kilku dekad, molekularne
mechanizmy lezgce u podstaw regulowanych przez PolyP procesdw nie sg jeszcze dobrze poznane.
Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Sroki przedstawia wyniki badan zmierzajagce do zdefiniowania
proteomu granuli tworzonych przez nieorganiczny polifosforan (PolyPomu) w Escherichia coli i
wyjasnienia molekularnych mechanizméw regulacji procesu replikacji przy udziale PolyP w komérkach
bakterii. Zrozumienie mechanizméw regulacyjnych zachodzacych przy udziale PolyP w komdrkach
bakteryjnych poddanych stresowi moze mie¢ fundamentalne znaczenie dla rozwoju nowych strategii
walki z bakteriami patogennymi i w konsekwencji doprowadzi¢ do opracowania nowych
farmaceutykéw o dziataniu antybakteryjnym. Jest to zadanie szczegdlnie istotne w dobie malejacej
skutecznosci antybiotykéw w leczeniu infekcji bakteryjnych.

Podjecie przez Doktorantke badan dotyczacych wyjasnienia molekularnych mechanizméw regulacji
procesu replikacji przy udziale PolyP w komdrkach bakterii jest zatem uzasadnione i istotne z punktu
widzenia rozwoju dyscypliny biotechnologia.
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2. Czy rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretycznqg Doktorantki w dyscyplinie
biotechnologia?

Po zapoznaniu sie z rozprawg, w szczegdlnosci na podstawie rozdziatéow , Wstep” i ,Dyskusja”
uwazam, ze Doktorantka przedstawita wyczerpujaco aktualny stan wiedzy dotyczacy tematyki pracy. W
rozdziale ,Wstep” Doktorantka szczegétowo omdéwita zagadnienia dotyczgce PolyP, tj. budowe, role,
proces syntezy i degradacji z uwzglednieniem czynnikdw zaangazowanych w te procesy, a takie
mechanizmy dziatania PolyP w odpowiedzi na stres. Doktorantka przedstawita rowniez regulacje
procesu replikacji DNA chromosomowego w komoérkach bakterii, ze szczegdlnym uwzglednieniem
regulacji aktywnosci biatka DnaA bedacego inicjatorem procesu replikacji. Doktorantka
scharakteryzowata réwniez proces acetylacji biatek bakteryjnych i umiejetnie potaczyta zagadnienia
dotyczace acetylacji i polyP z procesem replikacji, wskazujgc w jaki sposéb wptywajg one na aktywnosé
biatka DnaA. Przedstawione we ,Wstepie” informacje sg bardzo dobrym wprowadzeniem do
szczegdtowych badan przedstawionych w dalszej czesci pracy doktorskiej. Warto tez zauwazy¢, ze
,Wstep” w sposdb logiczny prowadzi do postawionych celéw pracy. W rozdziale ,Dyskusja”
Doktorantka przeprowadzita wnikliwg i krytyczng dyskusje wynikéw uzyskanych w pracy na tle
dotychczasowych doniesien literaturowych (uwzgledniajagc aspekty metodyczne, biochemiczne i
mikrobiologiczne swoich osiggniec). PiSmiennictwo cytowane w pracy jest prawidtowo dobrane do
przedstawienia wiedzy teoretycznej, wynikéw oraz dyskusji. Odpowiedni dobdr technik badawczych
wskazujg na dobrg orientacje Doktorantki w zakresie merytorycznych i metodycznych aspektéw
prowadzonych badan. Doktorantka w rozprawie postuguje sie poprawnym jezykiem naukowym.

Podsumowujgc, w mojej opinii rozprawa doktorska swiadczy o dobrej ogdlnej wiedzy teoretycznej
Doktorantki w dyscyplinie biotechnologia.

2. Czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez
Doktorantke?

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Sroki przedstawia wyniki uzyskane w trakcie prowadzenia
szerokiego zakresu prac badawczych. Doktorantka wykonata badania wymagajgce duzej wiedzy
teoretycznej z zakresu biologii molekularnej, biochemii i mikrobiologii oraz opanowania stosowanych
technik badawczych. Sposrdod opisanych w pracy badan jedynie analiza spektrometrii mass zostata
wykonana poza macierzystym Zaktadem Biologii Molekularnej UG i GUMed. Rola Doktorantki w
analizie wynikdéw spektrometrii mass wymaga doprecyzowania. Warto wyjasni¢ czy Doktorantka
przeprowadzita analize i interpretacje danych uzyskanych w tych eksperymentach, czy jedynie
przekazata prébki do badan i opisata wyniki w rozprawie. Prace wykonane przez Doktorantke w celu
zoptymalizowania procesu izolacji biatek zwigzanych z polyP in vivo Swiadczg o jej metodycznym
podejsciu do prowadzonych badan. Z kolei, krytyczna analiza wynikdw identyfikacji biatek PolyPomu
oraz zaproponowane przez Doktorantke sposoby dalszej optymalizacji opracowanej procedury pull-
down wskazujg na jej dojrzatos¢ naukows. Za dojrzatoscig naukowg przemawia takze przedstawienie
planu dalszych badan, ktdére bytyby komplementarne do tych wykonanych w pracy i pozwolity
zweryfikowac funkcjonowanie zaproponowanego mechanizmu regulacji aktywnosci DnaA przy udziale
acetylacji, PolyP i CobB in vivo.

Biorac powyisze pod uwage, uwazam, ze rozprawa doktorska wskazuje, ze Doktorantka osiggneta
samodzielno$¢ w prowadzeniu pracy naukowej w stopniu adekwatnym do etapu Jej rozwoju
naukowego.
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3. Czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego?

Celem pracy doktorskiej byto opracowanie nowych metod izolacji i identyfikacji biatek
bakteryjnych zwigzanych z granulami PolyP, a takze wyjasnienie roli polyP w kontekscie zahamowania
replikacji chromosomu bakteryjnego w warunkach stresu oraz w procesie wychodzenia ze stresu.
Warto wspomnieé, ze do tej pory opublikowano jedynie kilka analiz proteomicznych granuli PolyP oraz
badan na temat znaczenia oddziatywan PolyP-biatko. Doktorantka zaplanowata badania
i przeprowadzita eksperymenty w sposéb logiczny i metodyczny, co pozwolito na osiggniecie
zatozonego celu naukowego. W szczegdlnosci:

- Doktorantka przeprowadzita izolacje i identyfikacje biatek E. coli wykazujgcych zdolnos¢ wigzania
PolyP z wykorzystaniem dwdéch metod pull-down. W pierwszej metodzie zastosowata jako przynete
doizolacji biatek biotynylowany PolyP skoniugowany ze streptawidyng osadzong na ztozu
magnetycznym. Metoda ta zostata zastosowana jako wstepne badanie przesiewowe, ktére miato
ujawnic¢ potencjat biatek E. coli do oddziatywania z PolyP niezaleznie od tego, czy oddziatujg one z PolyP
in vivo. W drugiej metodzie przynete stanowita domena egzopolifosfatazy odpowiedzialna za wigzanie
PolyP (PPBD) i umozliwita ona identyfikacje biatek, ktére oddziatujg z granulami PolyP w komadrkach E.
coli. Warto zauwazyé, ze drugie podejscie badawcze jest pierwszym tego typu badaniem
zastosowanym do identyfikacji biatek PolyPomu, a wykonanie obu typdéw eksperymentdw pull-down
wymagato od Doktorantki wykonania licznych prac eksperymentalnych w celu przygotowania uktadéw
badawczych oraz opracowania warunkéw prowadzenia eksperymentdw. Zastosowane metody
pozwolity Doktorantce zidentyfikowaé¢ 21 biatek jako potencjalnych interaktoréw zwigzanych
z granulami PolyP w E. coli. Sposrdd zidentyfikowanych biatek deacetylaza CobB zostata wybrana jako
obiekt dalszych badan.

— Doktorantka wykazata, ze w komoérkach E. coli wystepujg dwie izoformy deacetylazy CobB — dtuga
(CobB-L) i krétka (CobB-S), a nastepnie pozytywnie zweryfikowata zdolnos$¢ oddziatywania CobB-L
z PolyP in vitro z zastosowaniem trzech niezaleznych metod tj. zmiany tempa migracji w zelu (GMSA),
powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR) i interferometrii biowarstwowej (BLI). Wykazata
ponadto, ze CobB-L wykazuje réwniez zdolnos¢ wigzania dwuniciowego DNA, ale wyznaczone wartosci
Ko wskazujg na znacznie wieksze powinowactwo CobB-L do PolyP.

- Doktorantka wykazata, ze PolyP nie wptywa na degradacje zadnej z izoform CobB przez proteazy
E. coli in vitro, a okreslona przez Nig zawartos¢ CobB w komdrkach E. coli wskazuje na duzg stabilnosé¢
obu izoform tego biatka rdwniez in vivo w warunkach gtodu aminokwasowego.

- Doktorantka nastepnie wykonata szereg analiz majacych na celu okreslenie wptywu PolyP
na aktywnos$¢ deacetylacyjng CobB w stosunku do DnaA. Zwazywszy na fakt, ze acetylacja lizyn
prowadzi do inaktywacji biatka DnaA, modulacja aktywnos$¢ CobB przez polyP moze by¢ istotna
w kontekscie zahamowania replikacji chromosomu bakteryjnego w warunkach stresu oraz w procesie
wychodzenia ze stresu. Doktorantka wykazata, ze PolyP hamuje deacetylacje DnaA przez obie izoformy
CobB in vitro, co wynika z wigzania sie PolyP zaréwno do CobB-L jak i DnaA. Dodatkowo, hamujay
wptyw PolyP na aktywnos¢ deacetylacyjng CobB-L Doktorantka potwierdzita przeprowadzajac analize
deacetylacji biatka DnaK przez obie izoformy CobB.

- Doktorantka zaobserwowata, ze acetylacja DnaA nie wptywa na wigzanie tego biatka z PolyP in vitro.
Dalsze badania Doktorantki wykazaty, ze zawarto$¢ DnaA w mutancie E. coli AcobB utrzymuje sie
na statym poziomie w czasie wzrostu w warunkach gtodu aminokwasowego. Obserwacja ta
w potaczeniu z zaobserwowanym wydtuzonym czasem wyjscia hodowli mutanta AcobB z zastoju
sugeruje, ze acetylowane DnaA stanowi istotny rezerwuar tego biatka dla wznowienia replikacji DNA
chromosomowego w procesie wychodzenia E. coli ze stresu.

W efekcie przeprowadzonych badan Doktorantka zaproponowata nowy mechanizm PolyP-zaleznej
regulacji aktywnosci DnaA w warunkach stresowych, w ktérym aktywnosé DnaA ulega zahamowaniu
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na skutek acetylacji. Nieaktywny stan acetylowany DnaA w warunkach stresowych jest zapewniany
przez wigzanie DnaA z PolyP, ktéry hamuje deacetylacje DnaA przy udziale CobB. Acetylowane DnaA
stuzy jako rezerwuar czasteczek DnaA, ktére mogg ulec aktywacji przez deacetylacje zachodzaca przy
udziale CobB, gdy warunki sSrodowiskowe ulegng poprawie i dojdzie do degradacji PolyP. Deacetylacja
DnaA umozliwia wiec przywrdcenie jego aktywnosci po ustgpieniu stresu i ponowne zainicjowanie
replikacji DNA chromosomowego. Wyniki uzyskane przez Doktorantke dodajg nowy watek dotyczacy
plejotropowego efektu dziatania PolyP na replikacje DNA komdrek bakteryjnych i kontrole aktywnosci
CobB.

W mojej opinii rozprawa zawiera wyniki stanowigce oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i
spetnia warunek stawiany w Ustawie.

Podczas czytania pracy nasunety mi sie nastepujgce spostrzezenia czy uwagi i poprositabym
Doktorantke o ich przedyskutowanie podczas obrony.

1. Biatko CobB zostato zidentyfikowane jako potencjalny interaktor zwigzany z granulami PolyP, nie
zostato natomiast zidentyfikowane wsrdd biatek zdolnych do wigzania PolyP wyizolowanych z
wyktadniczej fazy wzrostu E. coli. Jak wykazata analiza western blot, biatko to jest produkowane w
wyktadniczej fazie wzrostu. Czy Doktorantka mogtaby wyjasni¢ mozliwe przyczyny braku identyfikacji
CobB w eksperymentach pull-down z wykorzystaniem biotynylowanego PolyP jako przynety?

2. W eksperymentach pull-down z wykorzystaniem PPBD do izolacji biatek PolyPomu zaobserwowano
wysoki poziom niespecyficznego wigzania biatek, co zostato w sposdb adekwatny poddane krytycznej
ocenie przez Doktorantke. Zwazywszy jednak na btedny opis wynikdéw tych eksperymentéw (opis Fig.
24A i 24B; omytkowo podano opis stosowny dla metody pull-down z biotynylowanym PolyP jako
przynety), a takze dosé pobiezny opis analizy wynikdw poprosze Doktorantke o wyjasnienie kilku
kwestii. (I) Analiza SDS-PAGE prob kontrolnych (PPBD i SUMO bez dodatku lizatu) przedstawiony na Fig.
24B wskazuje na obecnos$¢ licznych biatek poza PPBD i SUMO. W jaki sposéb mozna wyjasni¢ obecnos¢
tych dodatkowych biatek, zwazywszy na fakt, ze jakos¢ i czystos¢ PPBD oraz SUMO uzytych w
eksperymentach byta bardzo dobra (Fig. 18D)? (II) Czy Doktorantka moze przedstawi¢ schemat analizy
wykonanej dla wynikéw spektrometrii mass biatek wyizolowanych z pull-down z zastosowaniem PPBD i
SUMO dla obu typow lizatow? W tym kontekscie interesujgce jest czy porédwnano jedynie wyniki
spektrometrii mass uzyskane dla PPBD po wigzaniu biatek obecnych w lizatach szczepu dzikiego i
mutanta Appk, czy tez wyniki uzyskane dla PPBD i SUMO z wykorzystaniem lizatu szczepu dzikiego? To
drugie poréwnanie wydaje sie by¢ szczegdlnie cenne z uwagi na fakt, ze delecja ppk powoduje globalne
zmiany ekspresji genow i proteomu, czego dobrym przyktadem jest obnizony poziom zawartosci CobB
w komoédrkach mutanta Appk (Fig. 34). (Ill) Wedtug jakich kryteridw uszeregowane zostaty biatka w
Tabeli 10 11°?

3. W pracy nie znalaztam opisu metody barwienia membran PonceauS. Czy barwienie to zostato
wykonane dla analiz zawartosci biatek DnaA, CobB-L i CobB-S wyizolowanych z E. coli i wykorzystane do
normalizacji wynikéw analiz densytometrycznych (wyniki prezentowane na Fig. 34 i 45)? Czy wyniki
analiz densytometrycznych prezentowanych w pracy poddano analizie statystycznej?

4. Doktorantka zaobserwowata globalny wzrost acetylacji biatek w komérkach E. coli hodowanych w
podtozu MOPS. W tych warunkach zawarto$¢ DnaA w mutancie E. coli AcobB utrzymuje sie na statym
poziomie, co sugeruje, ze acetylacja DnaA moze zwiekszac¢ stabilnos¢ tego biatka. Czy acetylacji moga
podlegac inne biatka istotne z punku widzenia regulacji stabilnosci DnaA, np. proteaza Lon?

5. Wedtug opisu metody hodowli i izolacji biatko DnaA zostato wyizolowane ze stacjonarnej fazy
wzrostu. Biatko to w analizie oddziatywania PolyP z réznymi wariantami DnaA (wyniki prezentowane na
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Fig. 37) oraz analizie wptywu PolyP na proteolize réznych wariantow DnaA przez proteaze Lon (wyniki
prezentowane na Fig. 44) zostato opisane jako wariant zawierajacy zaréwno DnaA-ATP i DnaA-ADP i
stuzyto jako préba odniesienia dla wariantu DnaA poddanego acetylacji. Biorgc pod uwage, ze
acetylacja jest opisywana w literaturze jako modyfikacja biatek charakterystyczna dla stacjonarnej fazy
wzrostu hodowli (Zhang et al. doi:10.1038/srep30837, Kim et al. doi: 10.1002/pmic.201200001) czy
Doktorantka sprawdzita jaki jest stopien acetylacji oczyszczonego biatka DnaA uzytego we
wspomnianych analizach?

6. Czy wiadomo, ktére aminokwasy DnaA odpowiadajg za oddziatywanie z PolyP? Czy acetylacja i
wigzanie PolyP w DnaA moze dotyczy¢ tych samych aminokwasow?

Praca zostata napisana bardzo schudnie, niemniej jednak sg w niej drobne btedy. Z obowigzku
recenzenta, ale tez z punktu widzenia zainteresowanego pracg czytelnika, zwracam wiec uwage na
kilka niedociagniec¢ redakcyjnych utrudniajgcych odbidr i interpretacje wynikow:

1. W przypadku analiz SPR i BLI Doktorantka podata stezenie molarne badanych biatek, natomiast w
analizach GMSA podano ilos¢ biatka w pmolach. Dla uftatwienia poréwnania wynikéw wspomnianych
analizy korzystne bytoby zastosowanie jednakowych jednostek.

2. Na figurach prezentujgcych wyniki analiz GMSA brakuje informacji o zastosowanych zakresach
stezen biatek i PolyP oraz ilosci DNA. Stezenia w obrebie stosowanych zakreséw powinny zostac
precyzyjnie opisane.

3. Btedny odnosnik do numeru tabeli na str. 41 (powinno by¢ Tabela 9)

4. Btad w tytule opisu Figury 34 — wyniki przedstawiajg zawartos¢ biatka CobB w komadrkach, a nie
stabilnos¢ biatka CobB.

5. Brak oznaczenia szczepdw, dla ktérych zaprezentowano wyniki na Figurze 43.

6. Inny dobér kolorédw na Figurze 43A poprawitby jej czytelnosé.

Podsumowujgc recenzje rozprawy doktorskiej Pani Magdaleny Sroki stwierdzam, ze Doktorantka
wykonata badania naukowe osiggajgc zatozony cel pracy doktorskiej. Moje uwagi nie umniejszaja
wartosci pracy, ani osiggnie¢ Doktorantki. Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
mgr Magdaleny Sroki spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20.07.2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny
Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie pani Magdaleny Sroki do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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z CenCert
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