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Replikacja DNA jest procesem o fundamentalnym znaczeniu, stoi bowiem u podstaw ciggtosci zycia
i ewolucji wszystkich organizmoéw. Jest to ztozony, wieloetapowy proces wymagajacy
skoordynowanego zaangazowania i wzajemnych interakcji wielu czynnikdw komdrkowych.
Dogodnym modelem w badaniach replikacji DNA sg plazmidy bakteryjne, ktére, jako episomy,
zawierajg wtasne, precyzyjnie regulowane systemy pozwalajgce na zainicjowanie kolejnych rund
replikacyjnych. Etap inicjacji replikacji odgrywa szczegélng role, bowiem determinuje on zaréwno
liczbe kopii danego replikonu, zakres jego gospodarzy, jak i przebieg kolejnych etapdw powielania
DNA. Mimo, iz poswiecono temu zagadnieniu wiele badan, aktualna wiedza o molekularnych
aspektach inicjacji replikacji jest wcigz niepetna. Kontynuacja badan z tego zakresu jest zatem
w petni zasadna, tym bardziej, ze rozwdj technik i metod molekularnych pozwala na stawianie
nowych pytan oraz rozwigzywanie bardziej ztozonych probleméw badawczych.

W ocenianej rozprawie doktorskiej badaniom poddano trzy modelowe replikony iteronowe
— plazmid RK2, charakteryzujgcy sie szerokim zakresem gospodarzy, plazmid F pochodzacy
z Escherichia coli oraz plazmidopodobny profag P1. Replikony te kodujg specyficzne biatka
inicjatorowe (odpowiednio, TrfA, RepE i RepA) — ich przytaczenie do iteronéw w obrebie origin
zapoczatkowuje kaskade zdarzen, ktéra, poprzez destabilizacje i rozplecenie podwdjnej helisy DNA
w rejonie DUE (ang. DNA unwinding element), prowadzi do powstania kompleksu otwartego i
zainicjowania replikacji DNA. Doktorantka postawita sobie za cel ambitne zadanie, jakim byto
zbadanie oddziatywan ww. biatek inicjatorowych z powstatym jednoniciowym DNA rejonéw DUE.
Zachetg do podjecia tych badan byty doniesienia $wiadczgce o mozliwosci wystepowania tego typu
interakcji w réznych uktadach, jednak struktura i funkcja powstajgcych komplekséw nie zostaty
doktadnie zdefiniowane.
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Nalezy zaznaczyé, ze oceniana rozprawa powstata w wyniku realizacji wiekszego projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (Sonata 13). Doktorantka na wstepie okreslita
doktadnie zakres przeprowadzonych przez nig prac, co byto istotne, bowiem wyniki rozprawy
przedstawiono w szerszym kontekscie, na tle osiggniec catego Zespotu badawczego — analogicznie
jak ma to miejsce w przypadku rozpraw prezentowanych w formie tzw. ,zszywek” opublikowanych
wieloautorskich prac badawczych. Z pewnoscig utatwito to opis i dyskusje wynikéw, a drugiej strony
przyniosto informacje Swiadczacg o kluczowej roli Doktorantki w sfinalizowaniu badan catego
projektu. Czes¢ wynikow przedstawionych w rozprawie zostata opublikowana w ubiegtym roku
w uznanym czasopismie Nucleic Acids Research (podany w rozprawie tytut pracy nie jest tozsamy
z tytutem opublikowanego artykutu - str. 3 i 106), zatem przeszty one juz rygorystyczng ocene
ekspercka.

W pierwszym etapie badan postawiono za cel zdefiniowanie reszt aminokwasowych biatek
Rep, mogacych potencjalnie wchodzi¢ w interakcje z jednoniciowym DNA rejonu DUE. Nie byto to
tatwe zadanie m.in. ze wzgledu na brak rozwigzanych struktur krystalograficznych RepA i TrfA.
Wykorzystujgc oczyszczone biatko RepA i DNA rejonu DUE profaga P1, Doktorantka przeprowadzita
wstepnie reakcje sieciowania komplekséw nukleoproteinowych powstajacych z ssDNA origin,
a wybrane po rozdziale elektroforetycznym préoby poddata analizie przy uzyciu spektrometrii mas
MALDI-TOF. Analogiczne badania przeprowadzono takze w Zespole dla pozostatych dwdch uktadéw
badawczych (RepA i TrfA), a zbiorczym efektem tych dziatan bylo potwierdzenie sieciowania
w przypadku kilku wytypowanych peptydéw. Uzyskane dane, w pofgczeniu z dogtebng analiza
struktury krystalograficznej kompleksu nukleoproteinowego RepE z ssDNA origin F, analizg struktur
drugorzedowych badanych biatek oraz analizami sekwencji in silico, doprowadzity do wytypowania
aminokwaséw, ktére moga potencjalnie determinowaé oddziatywania analizowanych biatek
z jednoniciowym DNA rejonu DUE macierzystych plazmidéw.

Do realizacji kolejnych zadan projektu konieczne byto przygotowanie i oczyszczenie
zmodyfikowanych wariantéw analizowanych biatek Rep (z odpowiednio zaprojektowanymi
substytucjami wspomnianych wyzej aminokwaséw), a takze kilku innych biatek powigzanych
z procesem inicjacji replikacji. Zmodyfikowane biatka Rep, po przeanalizowaniu metodg dichroizmu
kotowego, wykorzystano w dalszych badaniach, ktére obejmowaty (w przypadku modelu RK2):
(1) zbadanie zdolnosci inicjacyjnych zmutowanych wariantéw biatka TrfA z wykorzystaniem metody
replikacji DNA in vitro, (2) okreslenie mozliwosci oddziatywania wariantéw TrfA z helikazg,
(3) zbadanie ich wptywu na otwieranie rejonu DUE w obrebie origin replikacji, a takze (4) ich
interakcji z jedno- i dwuniciowym DNA origin. Efektem tych badan byta identyfikacja wariantéw TrfA
niezdolnych do zainicjowania replikacji, ktére nie byly w stanie ani aktywowac¢ helikazy DnaB
(mimo iz, jak wykazata Doktorantka, oddziatywaty one z tym enzymem), ani warunkowa¢ otwarcia
origin replikacji w rejonie DUE, nie byly tez w stanie oddziatywac¢ z jednoniciowym DNA DUE.
Czes¢ tych badan przeprowadzono réwniez z udziatem wariantéw biatek RepE badZ RepA,
co pozwolito uzyskaé petniejszy obraz analizowanych interakgji.
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W rezultacie, Doktorantka zidentyfikowata reszty aminokwasowe biatek inicjatorowych
wchodzgce w interakcje z ssDNA DUE oraz wykazata, ze oddziatywania te majg kluczowe znaczenie
w procesie otwierania origin replikacji. Niektdre watki badan byty dalej rozwijane przez innych
cztonkdw Zespotu w ramach wspomnianego wczedniej projektu, co, w efekcie, dostarczyto
jednoznacznych dowodéw (eksperymentalnych i strukturalnych) swiadczacych o zaangazowaniu
dzikiego biatka inicjatorowego w jednoczesne interakcje z dsDNA (itrerony) i ssDNA (DUE) w regionie
origin. Wyniki te wskazujg na poprawnos¢ jednego z dwdch proponowanych modeli oddziatywan
biatek Rep z ssDNA z DUE (modelu odwrdéconej petli), co jest istotnym wktadem w rozwéj badan nad
procesem inicjacji replikacji DNA. Doktorantka prowadzita badania na modelu episoméw, jednak
dostepne dane wskazujg na podobny charakter przebiegu inicjacji replikacji rowniez w przypadku
origin chromosomoéw bakteryjnych, co swiadczy o uniwersalnym wymiarze wynikow rozprawy.
Wyniki te zostaty skonfrontowane z aktualnymi danymi literaturowymi oraz poddane dojrzatej i
krytycznej dyskusji, ktéra jest rownie mocng strong rozprawy.

Przedstawiony wyzej syntetyczny opis dziatan eksperymentalnych nie odzwierciedla stopnia
trudnosci i ztozonosci przeprowadzonych badan pod wzgledem metodycznym i technicznym,
oraz ogromnego naktadu pracy jaki wtozyta Doktorantka w przeprowadzenie ciggu ztozonych
eksperymentéw. W badaniach zastosowano liczne, czesto wieloetapowe zaawansowane procedury
i metody z zakresu biochemii, genetyki i biologii molekularnej, niejednokrotnie wymagajgce
optymalizacji i weryfikacji wynikéw z wykorzystaniem alternatywnych podejs¢ eksperymentalnych.
Dzieki precyzyjnemu zaprojektowaniu ciggu eksperymentéw, wykorzystaniu dobrego warsztatu
badawczego oraz zastosowaniu odpowiednich kontroli, Doktorantka uzyskata rzetelne wyniki
uprawniajgce do wyciggniecia przedstawionych w rozprawie wnioskéw.

Ocena uktadu i strony formalnej rozprawy

Rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim w formie spdjnego tematycznie opracowania
o typowym uktadzie tresci, z wyrdznieniem Streszczenia (w jezyku polskim i angielskim), Wstepu,
Celu pracy, Materiatéw, Metod, Wynikdw, Dyskusji i Bibliografii. W rozprawie zamieszono réwniez
Indeks stosowanych skrétéw, a takze koncowy rozdziat zawierajgcy Wyniki uzupetniajace.

Doktorantka we Wstepie zarysowata tematyke rozprawy. Po krétkim wprowadzeniu,
podkreslajgcym uniwersalny charakter mechanizmdéw powielania informacji genetycznej,
skoncentrowata uwage na molekularnych aspektach procesu inicjacji replikacji bakteryjnego DNA.
Zaprezentowata gtéwne modele chromosomowych i plazmidowych systeméw replikacyjnych,
podsumowata aktualny stan wiedzy na temat komplekséw nukleoproteinowych powstajgcych
w origin, a w koncowej czesci podkreslita aspekty wymagajgce dalszych badan, do czego
bezposrednio nawigzuje sprecyzowany przez nig Cel pracy. Wybdr tych tresci byt w petni zasadny i
stanowit dobre wprowadzenie do problematyki badan.

W nastepnych rozdziatach przedstawiono wykorzystane w pracy materiaty i metody — ich
opisy sg szczegétowe i wyczerpujgce. Cata rozprawa zostata napisana zwiezle, bardzo dobrym
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jezykiem, z duzg precyzjg w formutowaniu mysli, a w koicowym etapie zostata poddana starannej
edycji. Nie mniej jednak, znalaztem w niej kilka drobnych uchybien, o ktérych, jako recenzent,
powinienem wspomnie¢. Nizej podaje kilka przyktadow:

e praca zostata napisana w jezyku polskim, zatem w zapisie liczb dziesietnych przecinek (a nie
kropka) powinien oddzielaé¢ catosci od czesci utamkowych (uwaga ta dotyczy catej pracy);

e str. 14: wtasciwa nazwa trzech domen to Bacteria, Archaea i Eucarya (a nie , Archeony,
Bakterie i Eukarionty”);

e str. 78: pierwotnym zrédtem RepA jest plazmidopodobny profag P1, a nie , bakteriofagowy
plazmid P1”;

e nie znajduje w tekscie odniesienn do Ryciny 2, ponadto Ryciny nr 18 i S 9.4 nie sg w pefni
czytelne ze wzgledu na oznaczenie krzywych podobnym odcieniem szarosci, a na Rycinie 9
nie odnajduje miejsca wigzania biatka Fis;

e w kilku przypadkach podano w tekscie nieodpowiednie numery podrozdziatéw, np. 5.16
(zamiast 5.17) czy 5.14.2 (zamiast 5.15.2) — np. str. 78;

e str. 60: nadprodukcje DnaA uzyskano w szczepie E. coli JP313 — szczep ten nie zostat ujety
w spisie w rozdz. Materiaty (podrozdz. 4.1.);

e str. 33: powinniSmy moéwi¢ o liczbie kopii plazmiddw, a nie ,,ilosci kopii”; a takze o wigzaniu
biatka z DNA a nie ,,wigzaniu do DNA” (np. str. 18);

e str. 42: czy rzeczywiscie gen k koduje biatko DnaA?; pBAD24 zawiera promotor operonu
arabinozowego, a nie ,promotor arabinozowy”; fenotypy opornosci na antybiotyki
determinowane plazmidowo oznacza sie zwyczajowo kodem dwu- a nie trzyliterowym,
ponadto zapisy ,,gen opornosci na Amp"™ czy ,,oporno$é¢ na Amp"™ nie sg poprawne;

e w tekscie pojawiajg sie okreslenia ,ogon histydynowy / fistydynowy” (str. 42) i ,,znacznik
histydynowy” (np. str. 59) — osobiscie preferuje drugie z wymienionych;

e str. 64: do roztworu dodawano ,szczypte” lizozymu — nalezy unikaé w tekstach naukowych
tak nieprecyzyjnych okreslen.

m

Sg to drobne uwagi, ktére absolutnie nie rzutujg na mojg wysoce pozytywng ocene catosci rozprawy.
Uwazam, ze zdefiniowanie interakcji biatek Rep z jednoniciowym DNA rejonu DUE oraz
zademonstrowanie istotnosci tych interakcji dla przebiegu kolejnych etapdw inicjacji replikacji DNA
majg fundamentalne znacznie dla lepszego zrozumienia mechanizmu powielania informacji
genetycznej w komérkach bakterii.

Aby zainicjowa¢ szerszg dyskusje podczas obrony rozprawy, poprositbym Doktorantke o
rozwiniecie dwéch watkdéw:

1) Jedng z gtéwnych funkcji biatek Rep jest zapewnienie prawidtowego umiejscowienia
i aktywowanie helikazy w origin. Interakcje obu biatek wydajg sie mie¢ zasadnicze znacznie dla
kierunku przebiegu replikacji. Nie mniej jednak, nawet w grupie pokrewnych plazmidow
(np. replikonéw repABC Alphaproteobacteria), ktéorych systemy replikacyjne sg wysoce
konserwowane pod wzgledem struktury i sekwencji, obserwuje sie pewne zréznicowanie — niektére
z nich replikujg sie jedno- a inne dwukierunkowo. Ciekawi mnie, czy wiedza na temat interakcji
plazmidowych biatek inicjatorowych z helikazg, znajomos¢ struktury tych biatek oraz kompleksow
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nukleoproteinowych, a takze organizacji samego origin, pozwala wnioskowa¢ o kierunkowosci
replikacji. Czy stosujac podejscie in silico mozemy z duzg dozg prawdopodobienstwa przewidzie¢,
czy dany plazmid replikuje sie jedno- czy dwukierunkowo?

2) Poniewaz rozprawa jest podstawg wnioskowania o nadanie stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie biotechnologia, poprositbym Doktorantke o podkresdlenie biotechnologicznych
aspektow przeprowadzonych badan — tego watku zabrakto w dyskusji rozprawy.

Whniosek koncowy

Uwazam, ze oceniana rozprawa prezentuje wysoki poziom naukowy i przynosi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jakim byto okreslenie struktury i funkcji oddziatywan biatek
inicjatorowych plazmidéw z jednoniciowym DNA origin plazmiddéw iteronowych. Rozwigzanie tego
problemu wymagato od Doktorantki rozlegtej wiedzy teoretycznej, opanowania zfozonego,
specjalistycznego warsztatu badawczego, umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan
naukowych oraz dokonania syntezy uzyskanych danych i wyciggniecia na ich podstawie
odpowiednich wnioskéw.

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 Gdarnskiego o
dopuszczenie Pani mgr Moniki Oliwy do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora
w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie naukowej biotechnologia.

Biorgc pod uwage istotnos¢ i ogdlnobiologiczny wymiar uzyskanych wynikéw oraz
opublikowanie ich czesci w prestizowym czasopismie naukowym, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy
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stosowng nagroda.
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