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»Charakterystyka biatek RepB i ich udziat w aktywnej segregacji plazmidow Rhizobium
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pod kierunkiem dr. hab. Andrzeja Mazura

Naturalne plazmidy bakteryjne s3 bardzo stabilnie utrzymywane w komdrkach swoich
gospodarzy. Jest to wynikiem zaréwno precyzyjnej regulacji procesu inicjacji replikacji, ktora
determinuje wiasciwg dla danego replikonu liczbe kopii, jak i aktywnosci réinego typu
systemow, zapobiegajgcych utracie plazmidu badz eliminujacych z populacji bakterii komoérki,
ktdre go utracity. Sposrod scharakteryzowanych dotad systeméw stabilizujacych, szczegding role
odgrywajg systemy partycyjne (ang. partitioning systems), zapewniajace wielu plazmidom
stabilne dziedziczenie na etapie podziatu komaérki bakteryjnej.

Systemy replikacyjne (REP) i partycyjne (PAR), chociaz s3 zwykle usytuowane w bliskim
sgsiedztwie w genomach plazmidowych, stanowig odrebne moduty genetyczne, ktérych funkcje
sg kontrolowane przez swoiste elementy regulatorowe. Wyjatek stanowig tzw. moduty repABC,
charakterystyczne dla plazmidéow bakterii z klasy Alphaproteobacteria, w ktérych elementy
systemu partycyjnego (geny repA i repB) tworzg wspolny operon z genem repC, kodujacym
biato inicjujgce replikacje. Obserwujemy wiec, w tym przypadku, unikalne sprzezenie,
strukturalne i regulacyjne, dwoéch, kluczowych dla funkcjonowania plazmidu funkcji,
odpowiedzialnych za replikacje i segregacje materiatu genetycznego. Sprzeienie takie jest
niewatpliwe korzystne z ewolucyjnego punktu widzenia, o czym swiadczy szerokie
rozpowszechnienie modutéw repABC w genomach Alphaproteobacteria, gdzie zapewniajg one
efektywng replikacje i stabilne utrzymanie nawet olbrzymich replikonéw (megaplazmidéw i
chromidéw), ktérych wielkos¢ moze przekracza¢ rozmiary chromosomow niektorych bakterii.

Poszczeg6lne moduty repABC, chociaz majg konserwowang ogolng strukture genetyczng,
moga rozni¢ sie miedzy sobga, np. (i) liczbg i usytuowaniem sekwencji cetromeropodobnych,
stanowigcych wainy komponent systemow partycyjnych, czy tez (ii) kodowaniem dodatkowych,
niewielkich biatek, badz (iii) obecnoscig elementéw wptywajacych na regulacje ekspresji genéw
operonu. Szczegétowe analizy genetyczne kolejnych identyfikowanych modutéw repABC s3
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zatem w petni zasadne, mogg one bowiem dostarczy¢ nowych, wainych informacji na temat
zmiennosci oraz molekularnych podstaw funkcjonowania tych operonéw.

Nalezy zaznaczy¢, ie genomy wiekszosci Alphaproteobacteria majgq strukture
wieloreplikonowg, czesto zatem w jednej komdrce bakteryjnej moze wspotwystepowac kilka
plazmidéw niosgcych réine moduty repABC. Szczepy takie stanowig szczegdlnie ciekawy model
badawczy, dogodny do analiz podstaw niezgodnosci plazmidéw (ang. incompatibility), a takze
potencjalnych wzajemnych interakcji miedzy komponentami pokrewnych systeméw
replikacyjnych badz partycyjnych.

Obiektem badan w przedstawionej rozprawie byly systemy partycyjne czterech modutow
repABC obecnych w naturalnych plazmidach szczepu TA1 bakterii Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii. Nalezy podkreslic, ze moduly te byly juz charakteryzowane w grupie badawczej
kierowanej przez dr. hab. Andrzeja Mazura, a wczeéniej przez prof. dr hab. Anne Skorupska. W
opublikowanych pracach m.in. scharakteryzowano ich determinanty niezgodnosci oraz opisano
zagadnienia zwigzane z regulacjg transkrypcji poszczegélnych operonéw. Niniejsza rozprawa
stanowi zatem wartosciowe dopetnienie i rozwiniecie tych badan, dzieki ktéorym otrzymujemy
coraz petniejszy obraz molekularnych podstaw mechanizméw stabilnego wspétwystepowania
modutéw repABC w wieloreplikonowym genomie bakteryjnym.

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata napisana w jezyku polskim i ma ukiad typowy
dla wiekszosci prac eksperymentalnych, liczy tacznie 130 stron i zawiera 25 ilustracji oraz 2
tabele. Tytut pracy (Charakterystyka biatek RepB i ich udziat w aktywnej segregacji plazmidow
Rhizobium leguminosarum) brzmi jednoznacznie dla czytelnika obeznanego z zagadnieniami
mobilomu Alphaproteobacteria. Zwracam jednak uwage, e istnieje réwniez grupa biatek RepB,
ktora jest niespokrewniona filogenetycznie z RepB modutéw repABC (s3 to biatka zaangazowane
w proces inicjacji replikacji plazmidéw, powszechne réwniez w Alphaproteobacteria). Uwazam
wiec, ze w tytule nalezato jednoznacznie wskaza¢ irédio tych biatek, formutujac go np.
Charakterystyka biatek RepB modutéw repABC i ich udziat w aktywnej segregacji plazmidow
Rhizobium leguminosarum.

Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim i
jezykowym. Z obowigzku recenzenta wspomne jedynie, ze zamiast o "zakresie gospodarza
plazmidu", powinniSmy moéwic¢ o zakresie gospodarzy (np. str. 83), niewtasciwe wydaje mi sie
rowniez stwierdzenie, ze biatka kodowane s3 "na plazmidzie" badz "na chromosomie" (np. str.
88). Nalezy réwniez pamietac, ze biowar nie stanowi jednostki taksonomicznej bakterii, dlatego
tez jego nazwa (np. bv. trifolii) nie powinna by¢ pisana kursywg, jak ma to miejsce w ocenianej
pracy.

Rozprawe rozpoczyna 32 stronicowy Wstep, sktadajacy sie z czterech rozdziatéw. W
pierwszym z nich Doktorant przedstawit pokrotce ogolng charakterystyke plazmidow oraz
genomow ztozonych, ktérych istotnym komponentem s3g niezbedne komdrkom replikony
pozachromosomowe, czyli chromidy. Drugi, bardziej obszerny rozdziat, opisuje mechanizmy
warunkujace stabilne utrzymywanie plazmidéw w komoérkach bakterii. Ze zrozumiatych
wzgledow, szczegdlny nacisk potozono w nim na opis partycyjnych systeméw stabilizujacych,
przedstawiajac m.in. strukture modelowych loci i ich klasyfikacje oraz modele segregacji



plazmidowego DNA. Trzeci rozdziat opisuje podstawy symbiozy ryzobiow z roslinami
bobowatymi, a czwarty charakteryzuje szczegétowo plazmidy z rodziny repABC oraz przedstawia
podstawowe dane na temat plazmidéw pRleTAla-pRleTAld, ktérych moduty replikacyjno-
partycyjne stanowity obiekt badawczy ocenianej rozprawy.

Myslg przewodnia Wstepu s3 zatem plazmidy z wyraznie zaakcentowang problematyka
genomow wieloreplikonowych. Uwazam, ze zamieszczenie w nim réwnocennego rozdziatu
dotyczacego symbiozy ryzobiow, zaburzajgcego gtéwny watek tematyczny, nie jest wiasciwe.
Zapewne z korzyscig dla struktury tej czesci rozprawy bytoby utworzenie podrozdziatu w
rozdziale 4, w ktérym informacje na temat symbiozy moina byloby przedstawi¢, opisujac
bakteryjnych gospodarzy plazmidéw repABC.

W kolejnym rozdziale pracy opisano szczegotowo wykorzystane materialy oraz
zastosowane metody badawcze. Do badan uzyto wyltgcznie szczepow bakterii oraz plazmidéw
zdefiniowanych pod wzgledem genetycznym. Moja drobna uwaga dotyczy opisu fenotypu
opornosci trzech plazmidéw na str. 39. Wedtug powszechnie przyjetych regut, opornosé¢ na
antybiotyki determinowana przez geny plazmidowe powinna by¢ oznaczana kodem
dwuliterowym, pisanym wielka literg (np. Ap' - opornosé na ampicyline), natomiast analogiczny
fenotyp uwarunkowany genami chromosomowymi okresla sie kodem trzyliterowym (np. Amp').
Ponadto, wiele danych w tym rozdziale przedstawiono w formie tabelarycznej, nie przypisujac
tabelom kolejnych numeréw.

Cel naukowy, majacy przekona¢ czytelnika rozprawy o zasadnosci podjecia opisanych
badan, oraz sposoby jego realizacji, zostaty sformutowane jednoznacznie. Giéwnym
zamierzeniem Doktoranta bylo eksperymentalne zdefiniowanie komponentow systemow
partycyjnych czterech modutéw repABC plazmidéw szczepu R. leguminosarum bv. trifolii TAL.
Gtowny nacisk potozono na scharakteryzowanie biatek RepB oraz okreslenie ich roli w segregacji
poszczegdlnych replikondéw.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono jednak bardziej podstawowgq
charakterystyke modutéw repABC, majacq na celu okreslenie ich minimalnych replikonéw oraz
uzyskanie w petni funkcjonalnych kaset partycyjnych. Obydwa zadania zostaty w petni
zrealizowane. Wykazano, ze systemy REP i PAR stanowig odrebne jednostki funkcjonalne, a
dzieki wykorzystaniu precyzyjnie zaprojektowanych konstruktow genetycznych, w uktadach
badawczych in vivo (in cis oraz in trans), zgromadzono dane pomocne w zdefiniowaniu
elementéw sktadowych analizowanych systeméw.

Za najwazniejsze obserwacje poczynione w tej czesci pracy nalezy uznaé: (i) identyfikacje
potencjalnych sekwencji centromeropodobnych parS i wykazanie ich roli w stabilizacji
poszczegdlnych replikonéw, co byto szczegdlnie istotne w przypadku plazmidow pRleTAla i
pRleTAld, ktérych parS nie wykazywaly podobieiAstwa do ustalonych wczesniej sekwencji
konsensusowych, oraz (ii) wykazanie, ze biatka RepB poszczegélnych modutéw repABC nie
wchodzg w interakcje krzyzowe z sekwencjami parS$ innych plazmidéw.

We wstepnym etapie drugiej czesci pracy przeprowadzono szczegétowe analizy
porodwnawcze sekwencji aminokwasowych biatek RepB. Przyniosty one sugestie dotyczace



obecnosci w tych biatkach potencjalnego motywu HTH oraz domeny dimeryzacyjnej, ktorych
lokalizacje zweryfikowano w toku dalszych eksperymentow.

Wainym zadaniem tej czeSci badan byta nadprodukcja czterech biatek RepB, w
komérkach Escherichia coli, oraz uzyskanie ich oczyszczonych form. Nie byfo to jednak tatwe,
wymagato bowiem zoptymalizowania uktadu ekspresyjnego dla kazdego z biatek, co wigzato sie
z ustaleniem parametréw hodowli, indukcji ekspresji genéw fuzyjnych oraz niekiedy doborem
alternatywnego systemu ekspresji, a w koincowym etapie wymagato takie optymalizacji
parametréw procesu chromatografii. Podejscie to zakonczyto sie petnym powodzeniem, co
swiadczy o doskonatym przygotowaniu technicznym i dobrze rozwinietym warsztacie
badawczym Doktoranta.

Oczyszczone preparaty biatek postuiyty do dalszych analiz, ktérych wyniki dowiodly, e
biatka RepB (i) wigzg sie specyficznie z sekwencjami centromeropodobnymi parS macierzystych
replikonéw, z wyjatkiem RepB plazmidu pRITA1a, (ii) nie wchodza w interakcje krzyzowe z parS
innych plazmidéw oraz (iii) tworzg dimery i formy wyiszego rzedu. Dzieki konstrukgcji i analizie
licznych wariantow delecyjnych jednego z analizowanych biatek RepB, potwierdzono
eksperymentalnie obecno$é i lokalizacje motywu HTH oraz domeny dimeryzacyjnej, a takie
wskazano region tego biatka zaangazowany w interakcje z biatkiem RepA. Wykazano tym
samym modutowg strukture biatek partycyjnych RepB i uzyskano dowody wskazujace, ie
powstanie form dimerycznych/oligomerycznych RepB jest etapem niezbednym do wigzania tego
biatka z sekwencjami pars.

Uzyskane wyniki podsumowano i oméwiono rzeczowo w rozdziale Dyskusja, odnoszac je
do dostepnych danych literaturowych (bibliografia rozprawy jest bardzo obszerna i liczy tacznie
172 pozycje). W rozdziale tym przedyskutowano takze dwie ciekawe obserwacje, ktére stanowig
odstepstwo od ogdlnie przyjetych schematéw. Pierwsza z nich dotyczy modutéw repABC
plazmidow pRleTAlb i pRleTAlc, ktérych kasety partycyjne, niosace natywny uktad dwodch
sekwencji parS, warunkowaty mniejszg stabilno$¢ plazmidu testowego niz kaseta z jedng pars.
Drugi zaskakujacy wynik to brak oddziatywan in vitro oczyszczonego biatka RepB plazmidu
pRleTAla z wytypowang sekwencja parS, mimo iz analizy in vivo wskazywaty na jej funkcje
centromerowe. Doktorant przedstawit prawdopodobne podioze tych nieoczekiwanych zjawisk,
ktore z pewnoscig nalezy w przysztosci eksperymentalnie zweryfikowac.

Uzyskane w rozprawie wyniki potwierdzaja, ze replikony repABC mimo konserwowanej
struktury stanowig dos$é¢ zrdinicowang grupe, biorgc po uwage molekularne mechanizmy
funkcjonowania ich systeméw partycyjnych i replikacyjnych. Wskazuje na to takie rdina
stabilnosé, skonstruowanych w tej pracy, minimalnych replikonéw modutéw repABC (Fig. 19), co
nie zostato jednak skomentowane w Dyskusji.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogdlng wiedze Doktoranta oraz umiejetnos¢
samodzielnego prowadzenia przez niego badan naukowych. Dzieki logicznie zaprojektowanym
eksperymentom, odpowiedniemu doborowi i wnikliwej analizie kolejnych mutantéw oraz
zastosowaniu wfasciwych kontroli, Doktorant poczynit wiele wartosciowych obserwacji, ktore
prowadzg do konkluzji, ze wysoce specyficzne oddziatywania pomiedzy biatkami RepB a



odpowiadajacymi im sekwencjami centromeropodobnymi mogg stanowi¢ kluczowy element
zgodnej segregacji grupy pokrewnych replikondw wspétwystepujacych w komdrce bakterii.
Wyniki te stanowia zatem wazny wktad do ogélnej wiedzy na temat plazmidéw repABC, ktore s3
powszechnym komponentem wieloreplikonowych genomoéw ryzobiéw. W tym miejscu nalezy
zaznaczy¢, ze wyniki ocenianej rozprawy zostaty w biezacym roku opublikowane w wysoko
cenionym przez mikrobiologow czasopismie Molecular Microbiology. Zyskaly one wiec juz
wczeséniej pozytywne opinie wymagajacych specjalistow i edytorow naukowych.

Uwazam, ze oceniana praca catkowicie spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim.
Wnosze wiec do Rady Naukowej Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pana mgr. Piotra Kopera do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage wartos$¢ naukowg przeprowadzonych badan oraz
ich opublikowanie w uznanym periodyku, wnioskuje o wyréznienie rozprawy stosownga nagroda.
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