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Ocena pracy doktorskiej mgr Eweliny Boguszewskiej pt. ,,Analiza Bialek
inicjatorowych DnaA i TrfA w komoérkach Escherichia coli w trakcie glodu

aminokwasowego”.

O sukcesie mikroorganizméw w zmiennych warunkach $rodowiska decyduje ich
zdolnos¢ adaptacji, w tym zdolno$¢ precyzyjnej kontroli inicjacji procesu replikacji,
dostosowanego do mozliwosci metabolicznych komérki. Znaczace spowolnienie replikacji w
warunkach niekorzystnych oraz wzmozenie tego procesu w warunkach sprzyjajacych jest
kluczowa strategia zar6wno organizméw s$rodowiskowych, komensalnych jak i groznych
bakteryjnych patogenéw. Spowolnienie metabolizmu, w tym znaczace spowolnienie procesu
inicjacji replikacji DNA, jest procesem pozwalajacym nie tylko na wilasciwe gospodarowanie
dostepnymi zasobami, ale takze w przypadku bakteryjnych patogenéw, zwiekszenie tolerancji na
leki czy tez uniknigcie mechanizméw odpornosciowych gospodarza. Precyzyine,
wielopoziomowe mechanizmy kontroli inicjacji procesu replikacji stanowia wiec o zdolnosci
bakterii do przezycia i mozliwosci adaptacji w réznych srodowiskach. Proces replikacji, w tym
etap inicjacji, byl intensywnie badany, szczegélnie dla organizméw modelowych takich jak
pateczka okreznicy, wcigz jednak wiedza ta jest niewystarczajaca szczegdlnie dla warunkow
stresu, w tym warunkéw glodu aminokwasowego. Doktorantka podjela sie trudu uzupehienia
naszej wiedzy w tym zakresie wykorzystujac w tym celu modelowy szczep E. coli oraz, w
glgboko przemyslanych i $wietnie zaplanowanych badaniach, stosujac szereg zaawansowanych
technik z zakresu mikrobiologii, biochemii i genetyki. Opieka Promotorska prof. Igora
Koniecznego gwarantowata $wietny poziom merytoryczny i doskonala jakosé naukowa

realizowanych badan.
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Uklad tekstu przedstawionej do recenzji dysertacji jest typowy dla prac
eksperymentalnych. Czg$¢ doswiadczalna pracy jest poprzedzona dobrze przemyslanym
wstgpem literaturowym napisanym bardzo tadnym jezykiem naukowym, przedstawiajacym
aktualng wiedz¢ w zakresie odpowiedzi komoérki na stres, kontroli inicjacji replikacji
chromosomalnego DNA w warunkach optymalnych a takze inicjacji replikacji plazmidu RK2 w
komoérkach E. coli. Nastgpnie ze wzgledu na temat badan wiasnych Doktorantka przedstawia
dostgpne dane dotyczace wplywu stresu S$rodowiskowego na inicjacje replikacji
chromosomalnego oraz plazmidowego DNA. W tej bardzo dobrze napisanej czesci pracy
zabraklo mi jedynie wskazania, ktére z opisywanych mechanizm6w regulujacych proces inicjacji
replikacji s3 uniwersalne w Swiecie bakterii a ktére moga by¢ pomijane lub zastepowane u
dalszych filogenetycznie gatunk6éw, np. u bakterii Gram-dodatnich i prosilbym Doktorantke o
zwigzle uzupelnienie tych informacji podczas publicznej obrony.

Zaréwno glowny cel pracy jaki i cele szczegblowe, ktore zostaly postawione przed
Doktorantka sformulowano w sposéb precyzyjny a zaplanowane badania zmierzaty do ich pelnej
realizacji.

W rozdzialach Materialy oraz Metody, Autorka zapoznaje czytelnika z zastosowana
metodologiag badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sa dokladnie opisane w sposéb
umozliwiajgcy ich odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegdlng uwage zashiguje
bogactwo metod mikrobiologicznych oraz biochemicznych zastosowanych dla realizacji celow
pracy, szczeg6lnie biorge pod uwage koniecznos$¢ optymalizacji szeregu z nich co niewatpliwe
stanowilo odrebne, czasochtonne zadania badawcze.

Poszczegllne etapy pracy przedstawione w rozdziale Wyniki zostaly doglebnie
przemyS$lane i skrupulatnie zrealizowane. Celem pierwszej czeéci realizowanych przez
Doktorantke badan bylo okreslenie wewnatrzkomoérkowej lokalizacji biatka DnaA przed, w
trakcie 1 po stresie z zastosowaniem mikroskopii poklatkowej oraz rekombinowanego szczepu z
ekspresja zmodyfikowanego genu dnad-eyfp. Wlasciwy eksperyment zostal poprzedzony
weryfikacja funkcjonalnosci tak zmodyfikowanego bialka DnaA zaréwno na poziomie
komoérkowym (replikacja DNA, podziaty komoérkowe) jak i na poziomie molekularnym, in vitro,
poprzez poréwnanie jego zdolnosci wigzania oriC, czy okreSlenie profilu topnienia w
poréwnaniu do biatka typu dzikiego. Analizujac bardzo klarowne i precyzyjnie opisane wyniki

Doktorantki zastanawiam si¢ tylko czy wykorzystywane w badaniach bialko rekombinowane
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DnaA-¢YFP wykazuje réwniez identyczng jak biatko natywne site wigzania do sekwencji DnaA-
box oraz niezmieniong dynamike tworzenia komplekséw na oriC (dzialanie kooperatywne).
Prosz¢ Doktorantke¢ o komentarz. Przeprowadzenie badan lokalizacji biatka DnaA-eYFP w
komorkach bakteryjnych z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej potaczonej z technika
uj¢¢ poklatkowych w sposéb jednoznaczny i obrazowy pokazaly zahamowanie procesu
replikacji DNA podczas stresu poprzez zahamowanie inicjacji kolejnych rund replikacyjnych.
Waznym etapem badani bylo zbadanie wplywu glodu aminokwasowego na wewnatrzkomérkowy
poziom biatka DnaA ocenianego metoda western blot. W tym miejscu mam drobne watpliwosci
metodyczne ze wzgledu na brak w przeprowadzonym eksperymencie biatka kontrolnego o
stalym poziomie ekspresji. Rozumiem, ze zadne z potencjalnych biatek kontrolnych nie
wykazywalo wystarczajaco stabilnej ekspresji w badanych warunkach, ciekawy jestem jednak
jakie bialka Doktorantka rozpatrywala jako potencjalne bialka kontrolne i czy decyzja
byla podj¢ta na podstawie eksperymentéw kontrolnych czy na podstawie literatury?
Zastanawia mnie takze, Ze ilo§¢ nanoszonego materialu okre§lano na podstawie wartosci
optycznej OD600 a nie liczby komérek (np. CFU) mimo, Ze w warunkach stresu komoérki
byly krétsze co wplywa na warto$¢ OD. Mimo tych uwag nie mam watpliwosci, ze ilo$¢ biatka
DnaA podczas stresu ulega znaczacej redukcji co moze wplywaé na zahamowanie procesu
inicjacji replikacji DNA co zostalo potwierdzone przez Doktorantke w analizie qPCR na
podstawie oceny ilosciowej oriC. Niezwykle cennym eksperymentem przeprowadzonym przez
Doktorantke¢ uzupelniajagcym powyzej omoéwione obserwacje byla immunoprecypitacja
chromatyny z wykorzystaniem sieciowania komplekséw nukleoproteinowych. Po
zoptymalizowaniu warunkéw eksperymentu Doktorantka jednoznacznie wykazata preferencyjne
wigzanie bialka DnaA do o7iC oraz 31 innych regionéw chromosomu przed i po stresie, oraz 6
regionéw DNA wigzanych przez DnaA specyficznie podczas stresu, w warunkach w ktérych
nastgpito zahamowanie wigzania DnaA do oriC. Przeprowadzone analizy ChipSeq oraz badania
rozmieszczenia sekwencji DnaA-box w chromosomalnym DNA jednoznacznie wykazaly, ze w
warunkach glodu aminokwasowego nastepuje zmiana profilu oddziatywania DnaA z
chromosomalnym DNA co prowadzi m.in. do braku wigzania DnaA do regionu oriC mimo
obecnosci licznych perfekcyjnych DNA-box. Z analiz Doktorantki wnioskuje, ze zmiana profilu
wigzania chromosomalnego DNA przez DnaA podczas stresu nie wynika z liczby, czy sekwencji

DnaA-box a raczej z innych czynnikéw, jak choéby ich dostepnosé wynikajaca ze zmian w
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topologii okreslonych domen chromosomu. Ciekawy jestem czy Doktorantka probowala
analizowa¢ otoczenie sekwencji DnaA box wigzanych przed, po i podczas stresu, pod katem
Sredniej zawarto$ci GC% oraz czy miejsca wiazania DnaA specyficzne dla stresu znajduja
si¢ W jednym obszarze chromosomalnego DNA, ktére mogloby potencjalnie wystepowaé w
jednej domenie, o okreSlonym stopniu superskrecenia? Czy rozwazala Doktorantka
zbadanie wigzania bialka DnaA do oriC wprowadzonego w obreb plazmidowego DNA w
warunkach stresu w celu poréwnania z wigzaniem DnaA do natywnej sekwencji oriC?
Ciekawy tez jestem jaki poziom nadprodukcji bialka DnaA w warunkach stresu,
doprowadzilby do przywrécenia jego zdolno$ci wigzanie w regionie oriC, i czy w tych
warunkach nadal wigzane bylyby sekwencje DnaA-box specyficzne dla stresu, choé na to
pytanie oczywiscie, przynajmniej cze$ciowo, odpowiadaja doswiadczenia Doktorantki ze
szczepem Appk. Bardzo doceniam dalsze dociekania Doktorantki zmierzajace do wyjasnienia
mechanizméw obserwowanego zahamowania wigzania DnaA do oriC w warunkach stresu i
wlaczenie do badan szczepu defektywnego w syntezie funkcjonalnego bialka Fis czy tez
skupienie si¢ na acetylacji DnaA. Doktorantka pokazala zalezno$é pomiedzy poziomem
acetylacji DnaA a stresem co jednak nie thumaczy zmiany profilu wiazanych sekwencji DnaA-
box przed, w trakcie i po stresie. Ciekawym uzupelnieniem badan Doktorantki bylo zbadanie
oddzialywan biatka TrfA z oriV na modelu plazmidu RK2, gdzie obserwowano podobne
zaleznosci jak wezesniej dla ukladu chromosomalnego.

Dyskusja pracy zostala napisana bardzo dojrzale, ze znakomita znajomoscia tematu, a
Doktorantka w sposéb krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.

W strukturze pracy zabraklo mi natomiast wydzielonego rozdzialu Wnioski, gdzie
czytelnik moégltby zapoznaé si¢ z przemysleniami Doktorantki co do jednoznacznych ustalen
wynikajacych z przeprowadzonych badan oraz tych, ktére wymagaja jeszcze dalszych
weryfikacji eksperymentalnych.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani mgr Eweliny Boguszewskiej
uwazam, Ze Doktorantka prezentuje ogélna wiedze teoretyczna niezbedng dla osoby
ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie biotechnologia, wykazuje

umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej a przedstawiona do oceny
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dysertacja stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i spelnia kryteria zawarte
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w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki. Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Biotechnologia Mig¢dzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o

dopuszczenie Pani mgr Eweliny Boguszewskiej do dalszych etapéw postepowania.
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