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~Proteaza CIpAP jako czynnik kontrolujacy aktywacje systemu
toksyna-antytoksyna parDE plazmidu RK2"”

Praca doktorska Pana mgr. inz. Andrzeja Dubiela zostata wykonana w Pracowni Biologii Molekularnej
Katedry Biologii Molekularnej i Komérkowej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. Igora
Koniecznego i dr Katarzyny Wegrzyn. Rozprawa dotyczy badan nad rolg proteazy CIpAP w aktywaciji
systemu toksyna-antytoksyna parDE kodowanym w plazmidzie RK2. Duza czg$¢ wynikéw
przedstawionych w niniejszej rozprawie zostata juz opublikowana w 2018 roku w czasopismie

Scientific Reports, w artykule ktérego pierwszym autorem jest Pan Andrzej Dubiel.

Systemy toksyna-antytoksyna (TA) sa szeroko rozpowszechnione wérdd bakterii, nie wystepujg co
ciekawe u organizméw wyzszych. Generalnie skfadaja sie z elementu wywotujgcego efekt toksyczny u
gospodarza oraz antytoksyny, ktéra hamuje produkcje lub dziatanie toksyny. Réznorodnos¢
systeméw TA zaréwno pod wzgledem budowy jak i molekularnych mechanizméw dziatania sprawia,
ze sa one przedmiotem zainteresowania wielu grup badawczych. Poniewaz systemy TA sg kodowane
zaréwno na ruchomych elementach genetycznych (MGE) jak i w chromosomie bakteryjnym ich
pierwotnie postulowana rola jako ,bezlitosni eliminatorzy” komérek pozbawionych materiatu
genetycznego ich kodujgcego musiata zosta¢ zmodyfikowana. Otworzyto to nowy front badan nad
rolg systeméw TA w fizjologii bakterii i mechanizmami ich aktywacji oraz dezaktywacji. Ponadto
udowodniona wielokrotnie rola systeméw TA w stabilizacji plazmidéw w populacji bakteryjnej oraz
powigzanie tego faktu z horyzontalnym transferem MGE w kontekscie rozprzestrzeniania sie
opornosci na antybiotyki wérdd bakterii nadaje tym badaniom dodatkowe aspekty praktycznej
zastosowalno$ci. Praca doktorska Pana A. Dubiela opisujgca mechanizm aktywacji systemu parDE

kodowanym na plazmidzie warunkujacym opornos¢ na trzy antybiotyki niewatpliwe wpisuje sie w

nurt takich badan.




Liczaca 90 stron praca doktorska ma uktad klasyczny, sktadajacy sie ze spisu tresci, wykazu skrotéw,
streszczen w jezyku polskim i angielskim, wstepu, celu pracy, opisu materiatéw i metod, wynikéw

oraz dyskusji. Prace koriczy zbidr tabel i spis literatury zawierajacy 175 pozycji.

We wstepie Doktorant definiuje czym sg systemy TA przedstawiajac ich klasyfikacje i funkcje
komdrkowe. W oparciu o niezbyt fortunnie zacytowana prace (Karlowicz i wsp, 2016, ktérej Pan A.
Dubiel jest wspotautorem) wyrdzniono 6 typdw systeméw TA. Choc jest to liczba ciggle podawana w
wielu opracowaniach dotyczgcych systemoéw TA, to aktualnie systemy te klasyfikuje sie w 8 typdw
(Song i Wood, 2020, Advanced Biosystems 1900290). Funkcje komérkowe systemdw TA sg ciaggle
przedmiotem badan i sporow wsrdd badaczy, co znajduje odzwierciedlenie w szerokim wachlarzu roli
systemow TA przedstawionym we wstepie. Wsrdd funkcji opisanych szerzej znalazta sie
posegregacyjna $mieré¢ komorki (PSK), odpowiedz na infekcje fagowa i formowanie komérek
spoczynkowych. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze rola systeméw TA w wyzej wymienionych
mechanizmach jest tez wyraznie kwestionowana przez niektérych badaczy (Song i Wood, 2018
Frontiers in Microbiology 9:814), a nawet niektdre doniesienia (cytowane w niniejszej pracy)
opublikowane w tak prestizowych czasopismach jak PNAS i Cell zostaty wycofane (Maisonneuve i
wsp., 2011 i 2014). Brak wzmianki o tych faktach uchybia nieco temu, w ogdlnej ocenie bardzo
wyczerpujgcemu i opartemu na wielu doniesieniach literaturowych opracowaniu. Na uwage
zastuguje szczegétowe przedstawienie mechanizméw aktywacji systemow TA, wsrdd ktérych
znajduje sie proteolityczna degradacja antytoksyny. Jest to wraz z charakterystyka systemu parDE

plazmidu RK2 bardzo dobre wprowadzenie do przedstawienia wynikdw wtasnych badan.

Cele pracy przedstawione sg raczej w formie szczegétowych zadan badawczych. W mojej ocenie
zabrakto tu przedstawienia szerszego kontekstu prowadzonych prac, w tym hipotezy badawczej, oraz

uzasadnienia wyboru przedmiotu badan, systemu parDE z plazmidu RK2.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” (24 strony) jest obszerny. Jego rozmiary w przewazajgcej wiekszosci
nie wynikaja jednak ze zbednej rozwlektosci opisdw ale z duzej iloéci uzywanych materiatéw
(kilkunastu rekombinowanych szczepdw bakterii oraz podobnej liczby konstruktéw plazmidowych
wykorzystywanych miedzy innymi do produkcji biatek rekombinowanych) oraz szerokiego wachlarza
metod zastosowanych w niniejszej pracy. Swiadczy to o kompleksowym podejsciu Doktoranta do
badan i umiejetnosci zastosowania wielu technik, w tym metod biologii molekularnej i badania
oddziatywan biatko-biatko. W ogromnej wiekszosci opis metod jest precyzyjny i wystarczajaco
wyczerpujacy. Za szczegdlnie wartosciowe uwazam szczegdtowe opisy procedur oczyszczania biatek,
ktére czesto sg wieloetapowe i wymagajg zastosowania odpowiednich buforéw. Dokumentuje to

niewatpliwie ogrom pracy Doktoranta w przygotowanie materiatéw do dalszych badan. Zwtaszcza, ze
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w wynikach rezultaty tej pracy zostaty przedstawione bardzo skrétowo, co moze dawac mylne
wrazenie o niewielkiej istotnosci przygotowania biatek o odpowiedniej jakosci i wtasciwosciach do
witasciwych badan i eksperymentéw. Rzadko spotykany opis metod w pierwszej osobie wzmacnia
autorskos¢ opisow. Z drugiej strony, w publikacji z Scientific Reports opis oczyszczania biatek
ogranicza sie do podania odnosnikéw literaturowych, co sugeruje odtwarzanie metodyki oczyszczania
raczej niz jej autorskie opracowanie. Poprosze o komentarz w tej sprawie, zaznaczajac, ze
wprowadzanie modyfikacji do istniejacych procedur jest bardzo wartosciowg informacja i powinno
by¢ odnotowywane lub przedstawiane w postaci catosciowego zmodyfikowanego protokotu

oczyszczanhia.

Rozdziat ,Wyniki” podzielony jest na osiem czesci. W pierwszych dwéch podrozdziatach Doktorant
przedstawia wyniki oczyszczania komponentéw systemu ParDE, gyrazy (GyrAB) oraz proteaz
bakteryjnych, jak réwniez potwierdza aktywnos¢ i funkcjonalno$¢ uzyskanych preparatéw
biatkowych. Jest to bardzo wazny etap badan dajgcych gwarancje, ze otrzymywanie pézZniej wyniki
moga by¢ uznane za wiarygodne. W nastepnych czesciach przedstawiono oryginalne wyniki
oddziatywan proteaz CIpAP z antytoksyna ParD i toksyng ParE, wskazujac na zdolnos¢ do degradacji
antytoksyny przez CIpAP, ktéra wzmacniana jest przez obecno$¢ DNA w Srodowisku reakcji.
Natomiast toksyna ParE jest stabilna w komérkach gospodarza (Escherichia coli) jak réwniez nie jest
degradowana in vitro przez szereg proteaz (Lon, CIpAP, ClpXp i ClpYQ). Bardzo istotnym wynikiem,
zwtaszcza w konteks$cie ostatnich doniesien literaturowych, jest wykazanie, ze zwigzanie toksyny
przez antytoksyne chroni tg ostatnig przed efektywng proteolityczng degradacjg. Co waine
protekcyjne dziatanie toksyny ograniczone jest do jej funkcjonalnego partnera (antytoksyny ParD),
gdyz jak pokazano inne substraty proteazy CIpAP sa degradowane w obecnosci ParE. Jednak za
najwazniejszy wynik, wrecz przetomowy, uwazam wykazanie, ze proteaza CIpAP jest niezbedna do
aktywaciji i biologicznej funkcjonalnosci systemu ParDE plazmidu RK2. Stosujac szczepy E. coli,
Pseudomonas putida i Caulobacter crescentus typu dzikiego oraz z wytagczonym genem podjednostki
ClpA proteazy ClpAP Doktorant udowodnit, ze jedynie w szczepach o naturalnej aktywnosci
proteolitycznej plazmid kodujgcy system parDE jest stabilnie utrzymywany. Natomiast w szczepach
pozbawionych funkcjonalnej proteazy CIpAP jest eliminowany z populacji na réwni z plazmidem
kontrolnym. Te bardzo interesujgce obserwacje in vivo zostaty nastepnie potwierdzone badaniami in
vitro, gdzie wykazano, ze rekombinowane proteazy CIpAP z E. coli, P. putida i C. crescentus wydajnie
degradujg antytoksyne ParD. Zatem mozna pokusi¢ sie o konkluzje, ktéra jednoznacznie nie
wybrzmiata przy oméwieniu wynikéw, ze funkcjonalnos¢ systemu ParDE nie zalezy jedynie od
aktywnosci komponentéw sytemu, to jest od hamowania gyrazy przez ParE i neutralizacji tego efektu

przez antytoksyne ParD, ale réwniez od zdolnoéci komérki gospodarza do aktywacji systemu ParDE
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poprzez posiadanie odpowiedniego , proteolitycznego wiacznika”. Czy zatem komponent proteazowy
nie jest niezbedny do faktycznego dziatania wszystkich systeméw TA typu II? Podczas obrony
prositbym Doktoranta o ustosunkowanie sie do tej konkluzji, prébe jej uogdlnienia dla innych

systeméw TA i zaproponowanie eksperymentéw weryfikujacych ta hipoteze.

Poza jednym wyjgtkiem dotyczgcym weryfikacji wigzania ParD do promotora parDE, gdzie w mojej
ocenie zabrakto kontroli specyficzno$ci wigzania (np. fragmentu DNA o podobnej proporcji zasad ale
innej sekwencji), eksperymenty zaprojektowane i przeprowadzone s3g poprawnie. Zawieraja
stosowne kontrole, powtdérzenia i s3 opracowane statystycznie. Zaskakujace jest zatem, ze ,,moc”
uzyskanych wynikéw w niektérych przypadkach kontrastuje z bardzo ostroznym ich komentarzem i

interpretacjg (np. ,wyniki (te) sugerujq”, strony 56, 59, 66).

Rozdziat ,Dyskusja” w sposéb dojrzaty int‘erpretuje otrzymane wyniki w kontekscie dostepnej
literatury przedmiotu. Na uwage zastuguje wniosek, ze to oddziatywanie proteazy CIpAP z DNA jest
kluczowe dla zwiekszenia jej aktywnosci, natomiast oddziatywanie antytoksyny ParD z DNA jest
drugorzedne w procesie jej degradacji. W tym kontekscie nasuwajg sie pytania: czy badania
aktywnosci tej proetazy in vitro nie powinny by¢ z zatozenia prowadzone w obecnosci DNA? Oraz, czy
biatka wigzgce DNA sg lepszymi substratami dla CIpAP i czy sg to cele molekularne tej proteazy?
Pomimo, ze badania przedstawione w pracy odnoszg sie do systemu TA kodowanego na plazmidzie
Doktorant zwraca uwage, ze homologi/paralogi systemu parDE wystepujg réwniez w chromosomie
bakteryjnym. Dyskutuje przy tym ewentualne wzajemne oddziatywanie krzyzowe komponentéw tych
systeméw oraz wskazuje ,,pozytywne” efekty ich aktywacji na fizjologie komdrek bakteryjnych. Sa to
bardzo wartosciowe spostrzezenia, zwtaszcza ze funkcje systeméw TA sg wcigz przedmiotem
ozywionej dyskusji w $rodowisku naukowym. Co warte podkreslenia w kilku miejscach wskazuje
réwniez kierunki dalszych badan, co $wiadczy o mocnym zaangazowaniu w tematyke badan,

dogtebnym przemysleniu wynikéw a w konsekwencji o dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Generalnie, pod wzgledem jezykowym i edytorskim praca jest poprawna. Rysunki i tabele s3 czytelne
i bardzo szczegétowo opisane, maja tez swoje odnosniki w tekscie. Poniewaz duza cze$¢ wynikéw
pracy zostata juz opublikowana to niewatpliwym uchybieniem jest brak jasnych odniesier do tego
faktu w pracy. Miedzy innymi zauwazytem znaczace podobienistwo streszczenia angielskiego z
abstraktem wspomnianej pracy. Ponadto wiekszo$é rysunkéw zamieszczonych w wynikach, poza
spolszczeniem, jest identyczna jak w pracy z Scientific Reports. Réwniez rycina 2 ze wstepu jest
bardzo podobna do ilustracji z pracy Kedzierska i Hayes, 2016 opublikowanej w Molecules. Praca
posiada zauwazalng ilo$¢ tak zwanych literéwek. Natomiast co warte podkreslenia wolna jest od

zargonu laboratoryjnego i skrétéw myslowych. Z obowigzku recenzenta zwracam ponadto uwage na



niepoprawne sformutowanie ,(antybiotyko)odpornosc bakterii”, str. 77 oraz podawanie stezen w

jednostkach masy (ng) w podpisach do rycin 7, 14 i 16.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pana Andrzeja Dubiela
jest poprawnym opracowaniem bardzo ciekawego zagadnienia naukowego dotyczacego
molekularnych mechanizmoéw aktywacji systemu toksyna-antytoksyna parDE. Podczas badan
Doktorant postugiwat sie technikami z dziedziny biologii molekularnej oraz biochemii i stworzyt
znaczacy ilo$¢ materiatéw ktdre moga by¢ wykorzystane do dalszych badan. Uzyskane wyniki sg
oryginalne i wnoszg nowe informacje dotyczace roli proteazy ClpAP w aktywacje systemu ParDE oraz
konsekwenc;ji tej aktywacji dla utrzymywania sie plazmidéw w populacji bakterii. Uwazam, ze praca
spetnia wymagania zwyczajowe oraz formalne stawiane w stosownych przepisach prawa (art. 16
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdZniejszymi zmianami)), dlatego wnosze do Rady Dyscypliny
Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pana mgr. inz. Andrzeja Dubiela do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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