WP~ - 26.98. popro | _¢

Instytut Biochemii i Biofizyki
Polska Akademia Nauk

. Pawinskiego 5a; 02106 Warszawa; Te,; 48 22 /892 21 45; Fax: +48 22/ 92 21 90; e-mail: searetariate@ibb,waw.p); hitp://www ibb waw.pl

dr hab. Urszula Zielenkiewicz Warszawa, 18.08.2020.

Zak{ad Biochemii Drobnoustrojow
e-mail:ulazet@ibb.waw.p/
tel: 48 22 592-13-07

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz, Anrzeja Dubiela

pt.: ,,Proteaza CIpAP jako czynnik kontrolujacy aktywacje systemu
toksyna-antytoksyna parDE plazmidu RK2”

dla Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdafnskiego

Rozprawa mgr inz. Andrzeja Dubiela, wykonana w Migdzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Gdafskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod
kierunkiem Profesora Igora Koniecznego, zostala pizedstawiona do oceny w jezyku polskim,
jako klasyczna dysertacja zawierajaca standardowe elementy prac doktorskich jak wstep, cele
pracy, opis materiatow i metod, wyniki, dyskusje wraz z podsumowaniem, spis przywolanej
literatury, a takze streszczenie (réwniez w jezyku angielskim) oraz indeks skrotow. Praca
uzupeiona zostata o dane dotyczace struktur badanych biatek w postaci 4 zatacznik ow.

Przedmiotem rozprawy jest aktywacja systemu toksyna-antytoksyna (w skrocie TA) typu
1l parDE kodowanego w plazmidzie RK2 o szerokim zakresie gospodarzy wérod bakterii
Gram-ujemnych, czesto o znaczeniu Klinicznym. System parDE plazmidu RK2/RP4 jest
jednym z najweze éniej odkrytych (pierwsze doniesienia pojawiaja sig jeszcze pod koniec lat
80-tych ubiegtego wicku) i najintensywniej badanych systemoéw TA. Zainteresowanie tym
plazmidem spowodowane bylo i jest z jednej strony jego zdolnoécia do fatwego przenoszenia
wieloantybiotykoopornoéci (kanamycyna, ampicylina i tetracyklina) pomigdzy szczepami
klinicznymi np.: Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella aerogenes, az dwgiej jego wyjatkowa
wielowarstwowa regulacja funkcjonowania cifle powigzang z czynnikami $rodowiska,
Szezegdlowe badania plazmidu RK2 wielu gmup uczonych, w tym roéwniez Profesora
Koniecznego, promotora ocenianej dysertacji, doprowadzily do odkrycia wielu procesow
biologii plazmid 6w, mechanizmow ich replikacji i segregacji, transferu pomigdzy komorkami,
a tak7e stabilnego utrzymywania w populacjach bakterii, Warsztat badawczy zespotu prof, L
Koniecznego budowany wokot tematyki struktur bialek, w szczegolnosci tzw. bialek



opiekuficzych oraz oddzialywan biatek z DNA stwarza wyjatkowe mozliwosci doglebnego
analizowania roznych aspektow fiunkcjonalnych oraz strukturalnych biatek i kompleks 6w
biatkowych. Warsztat ten zostal w peli wykorzystany przez mgr inz. Dubiela w trakcie
realizacji pracy doktorskiej.

G1oéwnag czgs¢ ocenianej pracy doktorskiej stanowia wyniki opublikowane w pracy, ktorej
mgr inz A. Dubiel jest pierwszym autorem w wielodyscyplinarnym czasopismie “Scientifc
Reports” w systemie otwartego dostepu i o wysokim wspotezynniku oddziatywania (IF bliski
4), w 2018 wku. De facto, dysertacja jest w duzej mierze wiernym odtworzeniem pracy
opublikowanej w SR (nawet gléwne tytuly podrozdzialow w Wynikach sa bezpogrednim
ttumaczeniem tychze z angielskiego) z dodatkowym podrozdzialem analizujacym
konsekwencje utworzenia kompleksu ParD2ParE2 dla struktury i dzialania obu biatek.
Materialy dokumentujace wyniki eksperymentow zostaly w rozprawie jednak nieco inaczej
wzlokowane a ich omdwienie jest niewatpliwie bardziej dokladne i szczegblowo
udokumentowane. Na przykiad, na poczatku rozdziatu Wyniki autor zamiegcil rycing zbiorcza
(Ryc.1) obrazujaca jakos$¢ wszystkich oczyszezonych preparatow biatkowych uzytych w
opisanych w pracy eksperymentach,

We wstepie, ze wzgledu na tematyke rozprawy, w naturalny spos6b zadedykownemu
bakteryjnym systemom toksyna-antytoksyna, mgr inz Dubiel krotko scharakteryzowat ich
wystepowanie oraz klasyfikacjg, poswigcajac nieco wigeej miejsca finkcjom biologicznym
tych systemoéw oraz celom komoérkowym samych toksyn. W centrum uwagi doktoranta
pozostaje aktywacja systemow TA. W tym najobszerniejszym podrozdziale wstepu, doktorant
zwigzle przedstawia, nic unikajgc aspektéow nie do konca jeszcze poznanych, rézne
mechanizmy aktywowania dzialania wielu systeméw TA wykorzystujac bogata i aktualna
literaturq. Temat ten powraca w ambitnej Dyskusji w odniesieniu do obserwacji poczynionych
w roznych gatunkach bakterii Gram-ujemnych. W zgodzie z tytulem rozprawy, osobny
podrozdziat dotyczy badanego system TA parDE plazmidu RK2,

W celu zrealizowania zatozen pracy doktorskiej doktorant przeprowadzit cykl
cksperymentow  zaplanowanych  wedlug uznanego wéréd badaczy  systemow
toksyna-antytoksyna schematu, w ktorym systematycznie pokazywane sa poszczegdlne cechy
danego systemu. Jakkolwiek te poczatkowe etapy pracy doktoranta sg w duzej mierze wtome,
gdyzZ stanowi g potwierdzenie wezegniej juz zbadanych cech biatek ParD i ParE analizowanego
systemu, niemniej w sposob kompleksowy charakteryzuja system parDE plazmidu RK2, jak
rowniez jednoznacznie pokazuja, Ze oba biatkowe komponenty uzyte w dalszych
cksperymentach zostaly prawidlowo wyprodukowane, oczyszezone i zachowaly swoja
aktywno$¢. Nalezy zaznaczy¢, iz w zadnym etapie przedstawiania wiasnych wynikow i analiz
doktorant nie pomija danych opisanych pizez innych autorow,



Prawie wszystkie badania mgr inz Dubiela zostaly przeprowadzone zaréwno w
warunkach in vivo jak i in vitro. Znalazto to swoje odzwierciedlenie w sposobie przedstawienia
wynikéw w ocenianej dysertacji; w kolejnych podrozdzialach Wynikéw obserwacjom
dzialania analizowanego systemu parDE w komoérkach bakterii towarzysza dane uzyskane w
testach in vitro.

Z uwagi na to, Ze wickszo&¢ zawartych w dystertacji wynikow jest przejrzyScie przedstawiona
w opublikowanej (a wige rowniez zrecenowanej merytorycznie i zaakceptowanej pizez
uznanych ekspertéw) pracy - nie bedg ich szczegétowo omawiaé, a moje uwagi ogranicz¢ do
ogblnych i nielicznych krytycznych.

W badaniach in vivo pizeprowadzonych w komorkach Escherichia coli Doktorant pokazal
istotna réznice w stabilnoéci biatek toksyny ParE i antytoksyny ParD, a jednocze$nie wykazat
znaczaco zwiekszona stabilnoé¢ antytoksyny ParD w mutancie pozbawionym proteazy ClpA
jak rowniez w komorkach ze zwigkszona produkcja bialka toksyny ParE. Jest to niezwykle
istotny wynik uwazany powszechnie (i czesto wykorzystywany w tego typu badaniach) za
rozstrzygajacy kwestig, ktora proteaza degraduje antytoksyne danego sytemu TA w komorkach
gospodarza, Zaobserwowal rowniez, ze system TA parDE pizeniesiony do niespokrewnionego
plazmidu nie posiadajacego Zadnego systemu wspomagajacego dziedziczenie zapewnia jego
stabilne utrzymywanie w kolejnych generacjach dzielacych si¢ komorek.

Z kolei w badaniach przeprowadzonych w warunkach in vitro, z wykorzystaniem
oczyszezonych przez Doktoranta licznych bialek i szeregu uznanych technik, kolejno pokazane
zostaly: proteoliza biatka antytoksyny ParD pizez oczyszczona proteazg CIpAP, wigzanie
biatka ParD do dwuniciowego DNA zawierajacego sekwencje promotorowa operonu parDE,
zwickszenie stabilnoéci antytoksyny ParD przez obecno$¢ biatka toksyny ParE oraz
bezpoérednie hamowanie aktywnofci gyrazy GyrAB przez toksyng ParE. Potwierdzone
réwniez zostalo, Ze obecnoéé antytoksyny ParD niweluje dzialanie toksyny na gyraz¢. W serii
testow immunoenzymatycznych i powierzchniowego rezonansu plazmonowego wykazano
oddzialywanie pomigdzy biatkiem PatD i PaiE, a takze ATPazy ClpA z antytoksyna ParD
(chociaz juz nie z biatkiem ParE).

Zasadniczym osiagnieciem doktoranta jest wykazanie za pomoca obu rodzajéw badan (to
znaczy zarbwno w komorkach bakterii jak i w testach fizyko-chemicznych), Ze to proteaza
CIpAP degraduje antytoksyng ParD i jest czynnikiem aktywujacym system TA parDE w
komoérkach réznych gatunkéw bakterii utrzymujacych plazmid RK2. Ten wiasnie watek badan
mgr inz Dubiela zaowocowat publikacja, ktorej motywem przewodnim jest pokazanie ClpAP
jako uniwersalnego czynnika aktywacji systemu parDE plazmidu RK2 (eyt. tytuk “CipAP
protease is a universal factor that activates the parDE toxin-antifoxin system from a broad host range
RK2 plasmid ). Szkoda, 7e tozwa zany temat ewolucji biatka ParD jako uniwersalnego substratu
dla proteaz CIpAP ani uniwersalno$é wskazanych w sckwencji ParD motywow dia
rozpoznawania przez homologi ClpA nie zostaly rozwinigte do czasu napisania dysertacji.



Calkowicie nowe, odrgbne w stosunku do publikacji sa rozwa zania oparte o struktury
dimerow bialek ParD, ParE i tetrameru ParD;E; uzyskane w wyniku modelowania
homologicznego (wzgledem ParD z RK2 oraz heterotertrameru homologicznych biatek ParDE
z Caulobacter crescentus) oraz superpozycjonowanie kompleksu ParD, z DNA oraz ParD, w
kompleksie z Parf, z DNA. Do tej czgsci pracy, niewatpliwie interesujacej, mam nastgpujace
pytanie:

W przywolanej pracy (Dalton i Crosson, 2010), jej autorzy, na podstawie uzyskanych
struktur kompleksu heterotetrameru ParD-ParE oraz wolnej antytoksyny ParD, jednoznacznie
stwierdzaja, ze wolne biatko ParD z C. crescentus przyjmuje konformacje ustrukturyzowana —
helikalng i raczej nie podlega znaczacej pizemianie ze stanu nieuporzadkowanego do
uporzadkowanego po zwiazaniu z toksyna ParE (cyt.: , Finally, we provide evidence that the

unbound ParD antitoxin is not natively unstructured like the ParD protein from plasmid RK2. Rather,
ParD adopts a structured, helical conformation and thus does not likely undergo a significant

disorder-to-order Iransition upon binding its cognate ParE toxin”). Skad wiec w dyskusji

doktoranta znalazto si¢ twierdzenie, Ze cyt: ,Potencjalng stabilizacje struktury
nieuporzadkowanego C-kofica ParD w kompleksie z ParE pokazano w przypadku systemu z C.

vibrioides (szczep ATCC 19089 / CB15) (Dalton i Crosson, 2010)” ? Nie jest wykluczone, ze

badane w pracy doktorskiej biatko ParD rzeczywi écie podlega zmianom konformacyjnym po

zwigzaniu w kompleksie z ParE, gdyz jak pokazano dla dimeru ParD z RK2 (Oberer et al. 2007)
Ckoncowy fragment tego biatka jest nieustrukturyzowany w nieobecnosci toksyny, jednak

wobec powy zszego wywod Doktoranta nie jest klarowny. W tej samej pracy zademonstrowana

jest mozliwo$¢ wigzania dwoch-trzech dimeréw PaD w sekwencji promotorowej operonu

parDE. Doktorant pokazuje model, w ktorym oba potencjalne miejsca wigzania okupowane sg
przez tetramer ParDs Czy mogg prosi¢ o komentarz do tych wynikoéw? Czy przedstawione

dane in vitro i model wykluczaja mozliwoéé wiazania odrgbnych dimeréw (dwoch lub tizech)

ParD?

Wiadomo, ze proteaza ClpAP moze oddzialywa¢ z biatkiem adaptorowym zeby zwiazaé
si¢ z biatkiem degradowanym, Czy w éwietle wiasnych wynikéw (in vitro degradacia ParD
pizez CIpAP z romych gatunkow bakterii), wspomnianych wlasnoéci biatka ClpA i
postulowanej uniwersalnoéci tej proteazy dla akywacji sysemu parDE, doktorant uwaza, ze
mozna wykluczy¢ istnienie biatka adaptorowego w tym systemie?

W rozprawie na uwage zashuguja staranno$¢ wykonania testow in vitro (bardzo dobrze
Swiadczaca o znakomitym opanowaniu pizez doktoranta réznorodnych  technik
labolatoryjnych), dobrej jakosci dokumentacja, ale réwniez fakt zastosowania kazdorazowo
wzajemnych kontroli, dzigki ktorym wyniki eksperymentéw sa jednoznaczne. Pewnym
utrudnieniem w $ledzeniu omawianych wynik 6w jest niekiedy niestandardowe umiejscowienie
odpowiadajacych  rozwazaniom rycin, obrazujacych  wyniki  przeprowadzonych
cksperymentow (np.: Ryc. 7 i 8 zamieszczone na stronach 54 i 55 omawiane sa odpowiednio na
stronach 55 i 56).



Doktorant nie uniknat tez niestety licznych niedociagnie¢ edytorskich; w dysertacji sporo jest
bledow literowych, a takze nieprawidlowych koncowek zmieniajacych gramatyke zdan i
utrudniajacych §ledzenie tekstu, Wskazanie poszczego6lnych niedociagnieé na obecnym etapie
uwazam za bezcelowe, Opisy procedur oczyszezania bialek ClpA dla E. coliidla C. crescentus
oraz P. putida sa praktycznie identyczne — rozdziat 5.13.5 moglby by¢ zatem ograniczony do
podania stosownej informacji o uzytych szczepach i stezeniu induktora, Niepotrzebnie tez
uzywa doktorant zamiennie nazw C. crescentus vs C. vibrioides.

Zabraklo mi rowniez informacji o sekwencjach gendéw parD i parE oraz poréwnaniach
analizowanych sekwencji zarowno w odniesieniu do homologicznych elementéw systemu
parDE jak i proteazy ClpAP.

Pomimo powyzszych uwag, w mojej opinii, przedstawiona do oceny rozprawa speinia
wszelkie ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim z dziedzin obejmujacych
nauki przyrodnicze. Wnosze o dopuszezenie mgr inz Anrdzeja Dubiela do dalszych etap 6w
przewodu doktorskiego.






