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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Oliwa pt. ,
Analiza strukturalno-funkcjonalna oddziatywania wybranych biatek Rep
z rejonem DUE origin replikacji DNA”.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie Biologii Molekularnej w
Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdariskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem promotora prof. dr hab. igora Koniecznego oraz promotora
pomocniczego dr hab. Katarzyny Wegrzyn. Zakfad ten juz od wielu lat, z duzym powodzeniem,
zajmuje sie badaniem mechanizméw replikacji bakterii jak i pozachromosomalnych elementow
genetycznych.

Przedstawiona rozprawa napisana jest w jezyku polskim, zawiera streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. Zawiera réwniez: wstep, opis celu pracy, oméwienie stosowanych
materiatéow i metod, wynikéw otrzymanych przez Doktorantke, dyskusje wynikéw, bibliografie
oraz opis wynikéw otrzymanych przez innych badaczy ale pochodzacych ze wspéinej publikacji
Wegrzyn i wsp., 2023 Nucleic Acids Res., 51(19) 10551-10567, $cisle zwigzanych z omawiang przez
doktorantka tematyka. Przedstawione sg rowniez skroty uzywane w pracy.

Wyczerpujacy i przejrzysty Wstep, opisujacy mechanizmy inicjacji replikacji w komérkach
eukariota, archeondw i bakterii, jest starannie przygotowany pod wzgledem edytorskim,
ilustrowany dziesiecioma rysunkami.

Rozdzialy Materialy i Metody szczegétowo opisuja szczepy bakteryjne, plazmidy,
oligonukleotydy, podioza, antybiotyki, bufory, odczynniki, materialy dostgpne komercyjnie oraz
imponujaca liczbe technik uzytych podczas zaprezentowanych doswiadczen.

Przedstawione w pracy doktorskiej badania sg czescia projektu SONATA 13
2017/26/D/NZ1/00239 oraz czescig pracy opublikowanej w Nucleic Acids Reasearch (Wegrzyn i
wsp. z 2023 roku). W publikacji tej Pani Monika Oliwa jest drugim autorem. Dodanie opisu
wynikéw i wnioskéw otrzymanych przez innych autordw, ale scisle wigzacych sie z tematyka pracy
doktorskiej, jest dobrym pomystem poniewaz utatwia czytanie i oceng w szerszym kontekscie.

Mechanizmy inicjujgce  replikacje, zaréwno chromosomalnego DNA  jak i
pozachromosomalnych elementéw genetycznych, od wielu lat sa przedmiotem genetycznych,
biochemicznych czy strukturalnych badan. Zidentyfikowanie komplekséw nukleoproteidowych z
ssDNA rejonu inicjujacego replikacje, opublikowane struktury inicjatorow replikacji z ssDNA i
dsDNA, poszerzyly naszg wiedze na temat mechanizmu inicjacji replikacji ale nie daty odpowiedzi
na wszystkie pytania. Rozprawa przedstawiona przez mgr Monike Oliwe stanowi probe
odpowiedzi na zwigzane z tg tematyka pytania.

Cel Pracy, cho¢ do$¢ ogélny, opisuje kierunek badarn podjetych w ramach projektu
doktorskiego.
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Doktorantka starata sie zbada¢ znaczenie poszczegdlnych aminokwaséw w strukturze
biatek inicjatorowych Rep dla efektywnej inicjacji replikacji plazmidéw iteronowych, czesto
towarzyszacych bakteriom Gram-ujemnym. Do badan wybrano trzy biatka inicjatorowe: TrfA, dla
plazmidu RK2, biatko RepE dla plazmidu F oraz biatko RepA dla bakteriofagowego plazmidu P1. W
rozprawie opisano gtéwnie analizy dotyczace biatka TrfA.

Badania zostaty rozpoczete od identyfikacji reszt aminokwasowych biatek Rep istotnych dla
wigzania do ssDNA rejonu DUE (ang. DNA unwinding element). Doktorantka przeprowadzita
sieciowanie biatka RepA z fragmentami ssDNA i analize widma MALDI-TOF, ktére to wskazywaty na
istotng funkcje aminokwaséw od 122 do 130 domeny WH2 biatka RepA. Staba jakoéé¢ otrzymanych
plikéw i widma nie pozwolita na doktadne podanie sekwencji rejonu biatka. Nie powiodfa sie
rowniez analiza krystalograficzna. Analizujac silnie konserwowana, drugorzedowa strukture biatek
Rep, dane z modelowania in silico biatka TrfA z ssDNA i dsDNA, wyniki MALDI-TOF dla TrfA i RepE i
struktury krystalograficzne RepE z ssDNA, wytypowatno potencjalne aminokwasy biatek TrfA i
RepA istotne dla oddziatywania z ssDNA DUE. Wyznaczone aminokwasy uznane za kluczowe na
etapie otwierania origin replikacji czy utrzymania stabilnego kompleksu otwartego Doktorantka
poddata ukierunkowanej mutagenezie. Otrzymane zmienione warianty biatek inicjatorowych
zostaty oczyszczanie i uzyte w dalszych strukturalno-funkcjonalnych badaniach. Byly to warianty
TrfA: K127E, R194E, R259E; RepA: Y190E, Q195E, R200E, R269E oraz dwa warianty biatka RepE :
WT oraz F146E. Inne analizowane warianty biatek Rep byty dostgpne w kolekcji macierzystego
laboratorium. Aby moc przeprowadzi¢ dalsze analizy Doktorantka oczyscita réwniez biatka
powigzane z procesem inicjacji replikacji - DnaA, DnaB, DnaC oraz gyraze, natomiast biatko HU i
SSB byty dostepne w kolekcji laboratorium.

Wyniki analiz widma dichroizmu kotowego wykazaty brak zaburzed w strukturze
drugorzgdowej badanych wariantéw biatka TrfA i RepE w poréwnaniu do biatek typu dzikiego.

Analiza aktywnosci replikacyjnej plazmidu in vitro oriV w ekstrakcie bakteryjnym
zmutowanych form TrfA wykazata , ze jedynie K303E jest aktywny replikacyjnie a warianty R156E,
R327E i R347E nie.

Nastgpnie Doktorantka zbadata czy brak syntezy DNA jest zwigzany z zaburzonym

oddziatywaniem Rep-DnaB czy tez wptywem na aktywno$¢ helikazy. Aktywnosé helikazy
zaobserwowano dla wariantéw K303E i R347E, natomiast nie zaobserwowano aktywnosci helikazy
DnaB dla wariantow TrfA R156E i R327E. Co ciekawe, Doktorantka wykazata réwniez, ze wszystkie
warianty TrfA oddziatujg z helikazg DnaB.
Ze wzgledu na brak mozliwosci skonstruowania i oczyszczenia odpowiedniej matrycy, nie
przeprowadzono testu aktywnosci helikazy dla wariantéw biatka RepA. Wyniki opisane w pracy
Wegrzyn i wsp. 2023 wskazuja réwniez na brak zaburzen w oddziatywaniu z helikazg w
analizowanych wariantach RepE.

Innym problemem w inicjacji replikacji moze by¢ zaburzenie otwierania dsDNA w rejonie
DUE. Aby to sprawdzi¢, Doktorantka przeprowadzita analize otwierania origin replikacji oriV i ori$
w obecnosci badanych wariantéw biatka TrfA lub RepE. W przypadku TrfA, R156E i R327E
zaobserwowata brak powstania fragmentdw ssDNA a wigc otwarcia origin replikacji, natomiast w
przypadku wariantu TrfA K303E zaobserwowata otwarcie origin oriV jak w przypadku TrfA typu
dzikiego. Otwieranie origin replikacji nastgpito réwniez w obecnosci wariantéw RepE WT i RepE
Q171E, natomiast zaburzone otwieranie origin replikacji wystapito dla wariantéw RepE F146E i
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RepE Y172E. Podobnie, jak w poprzednich doswiadczeniach, brak moiliwosci otrzymania
odpowiedniej matrycy DNA, uniemozliwit przeprowadzenie tego typu reakcji w przypadku
wariantéw biatka RepA.

Odpowiedni wybdr zmienionych aminokwaséw w biatkach inicjatorowych miat na celu
sprawdzenie, ktére z nich sg kluczowe w oddziatywaniach biatek Rep z ssDNA i dsDNA. Testy,
ktére miaty odpowiedzieé na te pytanie Doktorantka przeprowadzita dla wariantéw TrfA i RepA.
Analiza typu EMSA, analizujgca opdznienie migracji prazka w zelu wykazata, ze w przeciwienstwie
do TrfA R156E i R327E, zarowno TrfA K303E jak i R347E oddziatujg z ssDNA rejonu DUE oriV.
Wszystkie analizowane warianty biatka, oprécz TrfA R347E, tworzyty kompleksy z dsDNA.

Analiza oddziatywania wariantéw biatka RepA wykazata oddziatywanie z ssDNA wariantéw
R191E, R245E, K266E i niewspomnianego wczesniej wariantu Q220E/N221E. Zgodnie z
wczesniejszymi danymi literaturowymi wariant R245E nie oddziatywat z dsDNA . Analiza
oddziatywan TrfA R156E oraz R327E, przeprowadzona przy wspotpracy z dr Katarzyng Bury, przy
uzyciu mikroskopii sit atomowych nie wskazata na tworzenia sie komplekséow pomiedzy
czasteczkami biatek i kwaséw nukleinowych. Wobec niejasnoéci otrzymanych wynikéw
Doktorantka przeprowadzita badania oddziatywan molekularnych z uzyciem Plazmonowego
Rezonansu Powierzchniowego SPR. Zwiekszenie sygnatu sugerujagce na wigzanie z ssDNA
obserwowano dla R347E oraz K303E. Wynik sugerujacy zwiekszone wigzanie do dsDNA otrzymano
dla wszystkich, oprdécz wariantu R347E, wariantow biatka TrfA.

Doktorantka w rozprawie potwierdza réwniez przeprowadzenie analizy SPR dla wariantéw biatka
RepA, ale odpowiednich wynikéw nie znalaztam.

Opisane wyniki wskazaty ktére aminokwasy biatek Rep sa kluczowe w procesie otwierania
origin, prawidtowych oddziatywan z z ssDNA i wlasciwego funkcjonowania helikazy.

W rozdziale Dyskusja mgr Monika Oliwa podsumowuje wyniki otrzymane dla réinych biatek
Rep i poréwnuje je z danymi literaturowymi. Poréwnania te i wycigganie wnioskow jest czasem
trudne ze wzgledu na niepetng jednak analize funkcjonalno-strukturalng dla trzech biatek
inicjatorowych. Doktorantka stusznie opiera dyskusje na analizie struktur krystalicznych
zaprezentowanych w pracy Wegrzyn i wsp z 2023 roku (w ktdérej Doktorantka jest drugim
wspofautorem). W pracy tej wykorzystujac sieciowanie potaczone ze spektrometriag mas (MS),
analize zmienionych biatek i struktur krystalicznych, zaproponowano ktére reszty aminokwasowe
sg odpowiedzialne za interakcje pomiedzy plazmidowymi biatkami inicjatorowymi a
jednoniciowym DNA podczas procesu inicjacji replikacji. Analiza struktur krystalicznych biatka RepE
w kompleksie z ssDNA DUE, a takze struktury potréjnego kompleksu dsDNA-RepE-ssDNA pozwolita
na zaproponowanie modelu inicjacji replikacji DNA wskazujacego na stuszno$¢ modelu wedtug
mechanizmu odwrdéconej petli (ang. loop-back model). Wedtug Recenzentki w zaprezentowane;j
dyskusji nie zabrakto powtdrzen z rozdziatu Wyniki.

Chciatabym prosi¢ Doktorantke o przygotowanie (na podstawie wifasnych danych oraz
danych literaturowych) podsumowania (w postaci Tabeli czy graficznie), wyszczegdlnienie
aminokwasdw biatek Rep istotnych dla oddziatywania z rejonem DUA, wskazanie ich roli w inicjacji,
poréwnania z wynikami literaturowymi dla innych biatek inicjatorowych, zaprezentowania do
jakiego stopnia otrzymane wyniki potwierdzaja wspdlny model inicjacji replikacji analizowanych
plazmidéw. A co za tym idzie, chciatabym poprosi¢ réwniez o wskazanie argumentéw
przemawiajgcych przeciw i za modelem loop-back inicjacji replikacji. Zdaje sobie sprawa, ze
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Doktorantka zawarta te informacje w_Dyskusji, ale korzystny bytby np. schematyczny,
podsumowuijacy rysunek. Chciatabym réwniez zapyta czy mozina przytoczy¢ dane sugerujgce
udziat filamentéw Rep i bakteryjnego biatka DnaA w procesie inicjacji replikacji plazmidowego DNA
lub czy sa planowane badania moggce odpowiedzie¢ na te pytanie.

Podsumowujac, przeprowadzone przez Doktorantke analizy (replikacji in vitro, aktywnosci
helikazy DnaB, otwierania origin replikacji, oddziatywan z ssDNA i dsDNA) wskazujg na istotng role
poszczegdlnych aminokwasow biatek Rep w procesie inicjacji replikacji plazmidu. Otrzymane dane
umozliwity zaproponowanie modelu inicjacji replikacji badanych plazmidow.

W zaprezentowanej rozprawie Doktorantka wykazata sie dojrzatoscia naukows,
znajomoscia najnowszej literatury naukowej, a takie znajomoscia réznorodnych technik. W mojej
ocenie, Doktorantka prawidtowo zinterpretowata otrzymane wyniki i wyciggneta interesujace
whioski.

Rozprawa doktorska Pani Moniki Oliwa opisuje nowatorskie, wazne i ciekawe badania.
Doswiadczenia zostaly starannie zaplanowane i wykonane oraz opisane w przejrzysty sposoéb.
Otrzymane wyniki maja istotne znaczenie poznawcze, zdecydowanie poszerzajg wiedze na temat
inicjacji replikacji plazmidowego DNA. Doktorantka wykazata sie wiedza teoretyczna w zakresie
prowadzonych badain oraz umiejetnoscia prowadzenia pracy laboratoryjnej. Przedstawiam
pozytywna ocene pracy gdyz praca ta spetnia ustawowe wymogi i warunki okreslone w ustawie z
dn. 14.03.2003 (Dz.U. nr 65 poz. 595) Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce, z pOzniejszymi
zmianami stawiane pracom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

N waue. ~Fualluouflg

Prof. dr hab. lwona J. Fijatkowska
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