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»Analiza biatek inicjatorowych DnaA i TrfA w komérkach Escherichia coli w trakcie gtodu
aminokwasowego”
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Niedobér sktadnikéw odzywczych stanowi jeden z gtéwnych czynnikdéw stresowych, na jakie
narazone s3 bakterie w Srodowisku naturalnym. Warunki gtodu indukujag w komérkach istotne
zmiany na poziomie genetycznym i fizjologicznym, prowadzace do spowolnienia badz zahamowania
tempa przebiegu wielu proceséw komérkowych. Szczegélnie istotny jest proces powielania
materiatu genetycznego, ktdry jest scisle regulowany i skoordynowany z podziatem komérki oraz
wieloma procesami metabolicznymi. Duza zmienno$¢ warunkéw Srodowiskowych wymaga od
bakterii szybkiej reakcji i adaptacji, co odbywa sie za posrednictwem wielopoziomowych, wciaz nie
w petni poznanych mechanizméw regulacyjnych. Analiza proceséw zachodzacych w bakterii w
warunkach niedoboru pokarmu stanowi wiec wazny i interesujagcy kierunek badan
mikrobiologicznych, umozliwiajacy lepsze zrozumienie zitozonosci funkcjonowania komorki
bakteryjnej w jej naturalnym srodowisku.

Oceniana praca wpisuje sie w ten nurt tematyczny, dotyczy bowiem wewnatrzkomérkowej
analizy biatek odpowiadajacych za inicjacje replikacji DNA bakterii Escherichia coli, w komérkach
poddanym warunkom gtodu aminokwasowego. Kluczowe w tej pracy byto okreslenie sekwencji
zdarzen zachodzacych z udziatem tych biatek na poszczegdlnych etapach odpowiedzi stresowej, tj.
przed ekspozycja na czynnik stresowy, w trakcie jego oddziatywania oraz po jego ustgpieniu, kiedy
komodrka stopniowo powraca do stanu pierwotnej aktywnosci metabolicznej. Poczynione
obserwacje pozwolity wnioskowa¢ o wystepowaniu nieopisanych wczesniej globalnych
mechanizméw regulujgcych odpowiedZ komérki na warunki gtodowe, co jest jednym z gtéwnych
osiggniec tej pracy. Ca wazne, badania te nie ograniczaty sie jedynie do analizy biatka DnaA,
odpowiedzialnego za inicjacje replikacji chromosomu, lecz obejmowaty réwniez biatko inicjatorowe
TrfA modelowego plazmidu RK2. Pozwolito to na szersze ujecie analizowanego zjawiska, rowniez z
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perspektywy egzogennych replikonédw, ktére stanowig istotny komponent wielu genoméw
bakteryjnych.

Gtéwny nacisk w badaniach pofozono na analize biatka DnaA. Pierwszym zadaniem byto
okredlenie jego wewngtrzkomoérkowej lokalizacji na réinych etapach odpowiedzi na gtéd
aminokwasowy. Do realizacji tego zadania zaplanowano wykorzystanie fuzyjnego biatka DnaA-EYFP,
charakteryzujgcego sie zdolnoscig do fluorescencji. Aby potwierdzi¢, ze biatko to wykazuje
wilasciwosci charakterystyczne dla DnaA typu dzikiego, DnaA-EYFP-His nadprodukowano w
komérkach E. coli, a po jego oczyszczeniu przeprowadzono testy in vitro, obejmujace analize
poréwnawczg wybranych wiasciwosci fizykochemicznych biatka oraz ocene jego zdolnosci do
oddziatywania z regionem origin chromosomu (oriC).

Moje uwagi do tej czesci pracy dotycza nazewnictwa rekombinowanych biatek
inicjatorowych — w kilku miejscach biatko DnaA-EYFP-His nazywane jest DnaA-EYFP, a DnaA-His
okreslane jest jako DnaA typu dzikiego (np. Ryc. 12). Na Rycinie 14, w 1 $ciezce panelu B, brak jest
sygnatu immunodetekcji DnaA-EYFP, mimo iz biatko to bylo obecne w prdébie — prosze o
interpretacje tego wyniku. Czy w tescie EMSA przeprowadzono réwniez kontrole negatywna z
wykorzystaniem fragmentu DNA, z ktérym nie oddziatuje DnaA?

Nastepnie, po weryfikacji przydatnosci algorytmu N2V, umozliwiajagcego poprawe jakosci
obrazéw w mikroskopii fluorescencyjnej, przeprowadzono finalne badania lokalizacji biatka DnaA-
EYFP w komorkach E. coli, wykorzystujac technike uje¢ poklatkowych potaczong z systemem
mikroprzeptywowym. Analizy dtugosci komédrek bakteryjnych, rozmieszczenia foci oraz
intensywnosci fluorescencji wykazaty, ze w warunkach gtodu aminokwasowego dochodzi do zmian
morfologii komérek oraz dystrybucji DnaA-EYEP, wskazujacej na reorganizacje lokalizacji biatka
inicjatorowego w komodrce w odpowiedzi na stres. Obraz ten dopetnity wyniki analiz
wewnatrzkomorkowego poziomu biatka inicjatorowego, wskazujagce na znaczne obnizenie ilosci
DnaA w warunkach glodu, oraz przebiegu replikacji chromosomowego DNA metoda ilosciowego
PCR. Badania te przeprowadzono w kolejnych przedziatach czasowych, dzieki czemu uzyskano
ptynny obraz sekwencji i dynamiki zmian zachodzgcych w komodrkach pod wptywem stresu.
Uzyskane wyniki byty w zgodzie z wczesniej opublikowanymi danymi, co dodatkowo potwierdzito
poprawnos$é uktadu eksperymentalnego z fuzyjnym biatkiem inicjatorowym.

W kolejnym etapie zbadano globalne interakcje biatka inicjatorowego z chromosomowym
DNA w warunkach gtodu aminokwasowego. W tym celu wykorzystano metode ChiP-seq, co
wymagato wczesniejszej optymalizacji poszczegdlnych etapéw procedury oraz weryfikacji jakosci
uzyskanych préb, a nastepnie takze jakosci zgromadzonych danych i ich statystycznej istotnosci.
Wazinym elementem analizy byta identyfikacja in silico potencjalnych miejsc oddziatywania z DnaA
w chromosomie, charakteryzujacych sie réznym stopniem konserwacji sekwencji, a nastepnie
skorelowanie tych danych z wynikami uzyskanymi metoda ChIP-seq. Jednym z najwazniejszych
wnioskéw wynikajacych z tych badan byto wykazanie, ze w warunkach gtodu aminokwasowego,
biatko DnaA nie tylko przestaje wigzac sie z oriC, lecz zmianie ulega ogdlny profil jego oddziatywania
z DNA. Wskazuje to na istnienie nadrzednych mechanizméw regulujacych aktywnos$é DnaA w
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warunkach stresowych lub dostepnos$¢ miejsc rozpoznawanych przez to biatko w genomie.
Whioskowanie to jest tym bardziej uzasadnione, iz eksperymenty kontrolne przeprowadzone z
udziatem szczepu E. coli Appk wykazaty, ze zaobserwowane zmiany nie wynikaty jedynie ze
zmniejszonej ilosci biatka inicjatorowego w komarce.

Szczegdlnie interesujgca byta identyfikacja kilku loci, z ktérymi DnaA wchodzi w interakcje
wytgcznie w warunkach stresu. Rodzi to szereg pytan dotyczacych biologicznego znaczenia tych
stresowo-specyficznych oddziatywan: (a) jaka jest przewidywana funkcja zidentyfikowanych genéw,
(b) czy geny te sg zgrupowane w jednym klastrze w genomie, (c) czy wystepujg w potencjalnych
operonach (z jakimi genami?), (d) czy dostepne sg dane transkryptomiczne dla komérek E. coli
badanych w warunkach gtodu —a jesli tak, jak zmienia sie poziom ekspresji tych genéw w odpowiedzi
na stres. Doktorantka zbadata in vitro interakcje DnaA z jednym ze zidentyfikowanych loci (glpG).
Chociaz wynik testu EMSA jest interpretowany jako pozytywny, niepokoi obecnos$é komplekséw
biatka z fragmentem DNA stanowigcym kontrole negatywng (ter), widocznych juz w obecnoéci 10
pM DnaA. Czy wybodr tego genu do testéw byt podyktowany réwniez obecnoscig sekwencji DnaA-
box o najwyzszym/wysokim stopniu zgodnosci z konsensusem? Jaki byt stopieh zréznicowania
przewidywanych sekwencji DnaA-box w pozostatych genach z tej puli. Z pewnoscig testy
oddziatywania biatka inicjatorowego z DNA nalezatoby w przysztosci rozszerzyé na wszystkie
wskazane w badaniach loci.

Drugim waznym watkiem w badaniach byty analizy dotyczace replikacji plazmidu RK2 w
warunkach gtodu aminokwasowego. Model ten jest szczegdlnie interesujacy, poniewaz w inicjacje
replikacji plazmidu zaangazowane jest takze chromosomowe biatko DnaA, co sprawia, ze replikacja
plazmidu moze by¢ ,wrazliwa” na zaobserwowane w warunkach gtodu fluktuacje poziomu i
aktywnos$¢ DnaA. W istocie, analizy ChIP-seq wykazaty obnizenie oddziatywan tego biatka z oriV
plazmidu, analogicznie jak w przypadku biatka inicjatorowego TrfA, co tacznie korelowato z
zahamowaniem inicjacji replikacji RK2. Dalsze analizy, przeprowadzone przy nadprodukcji w
komérkach dzikiego biatka TrfA, badz jego hiperaktywnego, monomerycznego wariantu, ukazaty
kierunkowe zmiany obnizenia wewnatrzkomérkowego poziomu obu biatek w warunkach
stresowych. Wyniki te sugerujg istotng regulacyjng role proceséw proteolitycznych aktywowanych
w warunkach gtodu aminokwasowego, co jest istotne w kontekscie biologii plazmidéw bakteryjnych.

Opisane w pracy eksperymenty zostaty starannie zaplanowane i przeprowadzone z
wykorzystaniem odpowiednich kontroli. W badaniach wykorzystano liczne techniki i metody
molekularne, metody mikroskopowe oraz bioinformatyczne, z ktérych wiele wymagato
optymalizacji oraz standaryzacji na poszczegdlnych etapach. Dzieki temu Doktorantka zgromadzita
duzg ilo$¢ rzetelnych danych, ktérych analiza uprawniata do sformutowania przedstawionych w
pracy wnioskéow. Wysoko oceniam zaréwno wartos$¢ naukowa tej pracy, jak i warsztat badawczy
Doktorantki, a takze Jej rozlegty wiedze specjalistyczng, na co wskazuje rzeczowa i dogtebna
dyskusja uzyskanych wynikéw, przeprowadzona na tle aktualnej wiedzy z zakresu poruszanej
tematyki. Szczegdlnie interesujgce byly dla mnie rozwazania na temat biatek NAP i wywotywanej
przez nie kondensacji DNA jako czynnika regulacji inicjacji replikaciji.
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Rozprawa ma klasyczng forme spéjnego tematycznie opracowania. Wyrdzniono w niej czesci
typowe dla tego typu prac, z podziatem na streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), wstep, cel
pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusje i literature. Dobodr tresci do wstepu jest odpowiedni,
bowiem przybliza czytelnikowi zagadnienia zwigzane zaréwno z odpowiedzig E. coli na warunki
stresowe, jak i z procesami replikacji chromosomowego i plazmidowego DNA. W koricowej czesci
Wstepu Autorka zarysowuje blizej problematyke badawcza, jaka jest wptyw stresu $rodowiskowego
na replikacje DNA, co prowadzi bezposrednio do postawionego celu pracy. Sam cel zostaf
sformutowany niezbyt precyzyjnie (,Celem pracy byta analiza biatek inicjatorowych DnaA i TrfA w
komédrkach E. coli w warunkach gtodu aminokwasowego.”). Analiza nie jest celem samym w sobie
lecz drogg do rozwigzania sformutowanego problemu (celu) naukowego. Jedyna moja uwaga
dotyczaca struktury pracy odnosi si¢ do rozdziatu Wyniki, ktéry zawiera trzynascie réwnocennych
podrozdziatéw — uwazam, ze korzystne bytoby pogrupowanie ich i przedstawienie jedynie pieciu
gtéwnych podrozdziatéw, odpowiadajacych zadaniom badawczym sprecyzowanym na str. 30
rozprawy (Cel pracy).

Rozprawa zostata napisana poprawnie, dobrym jezykiem oraz odpowiednio zilustrowana —
zawiera 39 przemyslanych, dobrej jakosci rycin. Jako recenzent doceniam réwniez umiejetno$é
dokonania syntezy duzej ilosci zgromadzonych danych i przedstawienia ich w zwieztej i klarownej
formie. Niedociagnie¢ jezykowych i edytorskich znalaztem stosunkowo niewiele. Wspomne jedynie
o btednym zapisie opornosci na ampicyling w Tabeli 2 oraz przypomne, ze oporno$¢ na antybiotyki
determinowana plazmidowo powinna by¢ oznaczana kodem dwu-, a nie trzyliterowym. Te drobne
uchybienia nie wptywaja na moja wysoce pozytywng ocene catosci rozprawy.

Uwazam, Ze rozprawa ta przynosi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim byto
okreslenie zmian zachodzacych na poziomie biatek inicjatorowych oraz inicjacji replikacji DNA w
komérkach E. coli na réznych etapach stresu spowodowanego gtodem aminokwasowym. Uzyskane
wyniki wskazuja na wieloptaszczyznowy charakter zmian prowadzacych do zahamowania inicjacji
replikacji DNA w tych warunkach. Zmiany te obejmujg obnizenie poziomu DnaA w komérce, jego
acetylacje, zmiane wewngtrzkomdrkowej lokalizacji oraz profilu oddziatywar z DNA, a w kontekscie
RK2 takze proteolityczng degradacje biatka TrfA. Obserwacje te pozwalajg wnioskowaé o istnieniu
nieopisanych wczedniej mechanizméw pomagajacych bakterii przetrwaé w niekorzystnych
warunkach srodowiska, co otwiera nowe perspektywy i wskazuje kierunki przysztych badan.

Whiosek koncowy

W mojej ocenie, rozprawa ta spetnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.).
W zwigzku z tym, zwracam sie do Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdariskiego o
dopuszczenie Pani mgr Eweliny Boguszewskiej do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie naukowej biotechnologia.
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Biorgc pod uwage duig warto$¢ naukowq tej pracy oraz opublikowanie czesci jej wynikow,

wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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