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

Rozprawa doktorska mgr Moniki Oliwy zostata wykonana pod opieka promotora prof. dr hab. Igora
Koniecznego oraz promotor pomocniczej dr hab. Katarzyny Wegrzyn, w zespole, ktéry specjalizuje sie
m.in. w badaniu inicjacji replikacji plazmidéw. Rozprawa przedstawia wyniki badar zmierzajacych do
wyjasnienia mechanizmu tworzenia komplekséw inicjujacych replikacje plazmidéw, w szczegdlnosci
scharakteryzowania strukturalno-funkcjonalnego oddziatywania plazmidowych biatek inicjatorowych
Rep z jedno- i dwuniciowym DNA regionéw ori plazmiddw iteronowych.

Badania nad replikacjag chromosoméw i plazmidow bakteryjnych prowadzone sg od wielu lat
w wielu osrodkach naukowych na swiecie. Oddziatywanie biatek inicjatorowych z DNA odgrywa
kluczowa role w rozpoznaniu/naznaczeniu miejsca inicjacji replikacji DNA, w otwarciu helisy DNA
a nastgpnie w zamontowaniu wielopodjednostkowego kompleksu replikujacego chromosom lub
plazmid. Poznanie dokfadnej struktury kompleksu oraz roli inicjatora w otwarciu helisy i stabilizacji
ssDNA, a nastgpnie montazu nastgpnych biatek jest wcigz aktualnym zagadnieniem badawczym,
szczegOlnie w kontekscie zréznicowanych struktur biatek inicjatorowych, w tym biatek plazmidowych.
Dlatego podjecie badan przez Doktorantke jest w petni uzasadnione.

Rozprawa doktorska mgr Oliwy ma forme monografii. Zawiera wszystkie tresci niezbedne do jej
rzetelnej oceny, w tym aspektdw wskazanych w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce jako niezbednych do nadania stopnia doktora - prezentowania ogéinej
wiedzy Doktorantki, wykazania umiejetnosci Doktorantki do samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej oraz wskazania na to, czy samodzielnie rozwigzata problem naukowy.

Doktorantka w rozbudowanym, ale zwieztym tematycznie Wstepie rozprawy przedstawita
zagadnienia tworzenia komplekséw replikacyjnych chromosoméw eukariotycznych, archeondw,
bakterii oraz komplekséw replikacyjnych plazmidowych. Ten rozdziat przedstawia wiedze Doktorantki
w zakresie inicjacji replikacji materiatu genetycznego, ale takze wskazuje na to, ze temat tworzenia
komplekséw inicjujgcych replikacje plazmidéw Doktorantka rozwaza w szerszym aspekcie niz tylko
replikacji plazmidéw. To ma duze znaczenie dla przeprowadzenia badan, ale przede wszystkim ich
analizy w szerokim kontekscie biologicznym. Wstep, podobnie jak znaczna czes$é rozprawy doktorskiej,
napisany zostat poprawnym jezykiem naukowym, opatrzony rysunkami ufatwiajgcymi $ledzenie
tematu rozprawy. Nieliczne bfedy jezykowe czy terminologiczne nie przeszkadzajg w czytaniu
izrozumieniu pracy. Jedynie cze$¢ Materiatdw i Metod budzi pewne zastrzeienia, poniewaz
nagromadzity sie tam btedy prawdopodobnie wynikajgce z zamiany jednostek masowych na molowe
(np. 100 mM ampicylina zamiast 100 ug/ml np. str. 60-61), przestawienia liter w nazwach odczynnikéw
(cyjanol ksynelowy str. 50) lub ich skrétéw (np. acetonitryl (CAN) str. 50, ale ACN na str. 67). Rozdziaty
Materiaty i Metody sg przedstawione bardzo dokfadnie i rzetelnie, chociaz s3 fragmenty wymagajgce
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doprecyzowania. Szczegdlnie istotne bytoby podanie np. numeréw katalogowych lub pochodzenie (np.
publikacja z opisem metody uzyskania) przeciwciat i enzymow (np. ll-rzedowego przeciwciata anty-
kréliczego I18G sprzezonego z HRP, fosfatazy kreatynowej (w pracy biednie nazwanej keratynowa),
kinazy kreatynowej czy trypsyny uzywanej w spektrometrii mas). Zauwazytam tez btednie podane
parametry niektorych analiz, brak sktadu niektérych roztworéw lub bfedne odwotania miedzy
rozdziatami (np., dla czystego DNA stosunek A260/A280 powinien wynosi¢ okoto 2-2.2 (Technical Note
52646 spektrofotometru Nanodrop 2000), anie jak podano w pracy > 1,8 str. 58; brak sktadu
roztworow uzywanych do barwienia srebrem w podanym rozdziale 4.10; btedne odwotanie do
rozdziatu (5.16 na str. 78). Te uchybienia mogtyby wprowadza¢ w btad raczej poczatkujgcych niz
doswiadczonych badaczy. Wskazuje na nie z obowigzku recenzenta i potencjalnego zainteresowanego
powtorzeniem badar, bo precyzja w opisie metod jest niezwykle wazna dla powodzenia powtdrzenia
analiz.

Cel pracy jest sprecyzowany i realizowany. Jednak zaznaczy¢ nalezy, ze chociaz Doktorantka bardzo
ambitnie rozpoczeta badania wszystkich biatek replikacyjnych i ich wariantéw (TrfA, RepE i RepA),
to analizy funkcjonalne wykonata dla wybranych biatek i ich wariantéw, co odzwierciediono w tytule
rozprawy. Niemniej jednak Doktorantka zastosowata szereg metod biochemicznych, biologii
molekularnej i biologii strukturalnej, aby przygotowa¢ materiat badawczy (zaprojektowaé warianty
biatek, oczyéciC biatka inicjatorowe i ich warianty oraz biatka replikacyjne, wyizolowaé plazmidy
i fragmenty DNA), a nastepnie dokona¢ analizy oddziatywania wybranych biatek inicjatorowych
z dwuniciowym (ds) i jednoniciowym (ss) DNA. Zaznaczy¢ nalezy, ze Doktorantka prowadzac swoje
badania uczestniczyta w realizacji szerzej zakrojonoego projektu badawczego Sonata 13 kierowanego
przez dr hab. Katarzyne Wegrzyn. Wyniki Doktorantki stanowig istotny wktad w badania projektu,
na co wskazuje wykorzystanie niektérych z nich w publikacji Wegrzyn i wsp., NAR 2023. Warto
podkresli¢, ze wykonanie przedstawionych w rozprawie doktorskiej prac i analiza danych wymagaty od
Doktorantki opanowania wielu technik badawczych, ale przede wszystkim wykonania zmudnych prac
przygotowawczych (np. izolacja >20! biatek rekombinowanych) ,,owocujgcych” dopiero w korficowych
etapach badan. Taki cykl pracy wymagat zapewne od Doktorantki systematycznosci iogromne;j
cierpliwosci, zanim jej praca zostata nagrodzona uzyskaniem odpowiedzi na pytania postawione
w pracy. Praca w projekcie naukowym, w ktérym zadania cztonkéw zespotu, w tym Doktorantki,
przenikajg sie wzajemnie, musiata by¢ wyzwaniem organizacyjnym, réwniez dla Doktorantki.

Wyniki uzyskane w pracy sg dobrze opisane, przedstawione w postaci rysunkdw i tabel, udziat oséb
trzecich zostaf wiasciwie zaznaczony. Brakowato mi podsumowania ciggu eksperymentdw schematem,
pozwalajacym $ledzi¢ prace i wyniki Doktorantki w poszczegdlnych etapach analiz, oraz podsumowania
wynikébw w postaci tabeli lub rysunku lub chociazby rozdziatu ,Podsumowanie wynikéw” czy
»Whnioski”, ktore pozwolityby podkresli¢ tg czesé¢ wynikéw, ktdra jest bezposrednio wynikiem pracy
Doktorantki.

Po zapoznaniu sie z pracg stwierdzam, ze do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki nalezy:
e Oczyszczenie aktywnych wariantow biatek Rep (21 preparatéow), z ktérych siedem
Doktorantka zaprojektowata samodzielnie i przygotowata ich konstrukty ekspresyjne
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¢ Zidentyfikowanie aminokwaséw TrfA odpowiedzialnych za oddziatywanie z ssDNA i dsDNA.
Doktorantka wykazata, Ze aminokwasy R156, R327 biatka TrfA s3 odpowiedzialne
za oddziatywanie z ssDNA, a zaburzenie tego oddziatywania uniemozliwia rozplecenie helisy
w regionie oriV, przy czym Doktorantka wykluczyta uposledzenie oddziatywania tych
wariantéw z DnaB. W analogicznych analizach Doktorantka wykazata, 7e mutacja reszty
R303 nie ma wptywu na wigzanie ssDNA i dsDNA ani na rozplecenie DNA i montowanie
helikazy do oczka replikacyjnego.

* Wykazanie, ze warianty RepE F146E i Y172E nie wykazujg zdoinosci rozplatania oriS

* Wykazanie, ze wariant RepA R245E nie oddziatuje z dsDNA, pomimo oddziatywania z ssDNA

e Potwierdzenie, ze biatka inicjatorowe TrfA i RepA posiadaja odmienne regiony oddziatujace
z ssDNA i dsDNA.

Doktorantka w rozdziale Dyskusja szeroko, dojrzale, poprawnym jezykiem naukowym rozwaza
proces tworzenia komplekséw inicjujgcych replikacje plazmidow w kontekscie wszystkich badanych w
projekcie biatek inicjatorowych i wynikdw uzyskanych w projekcie Sonata. W szczegélnosci dyskutuje
tworzenie kompleksu inicjacyjnego w kontek$cie oddziatywania biatek inicjatorowych z dsDNA i ssDNA
oraz dwoch proponowanych obecnie modeli struktury kompleksu inicjacyjnego: ,two-state model”
zaproponowany pierwotnie przez zesp6t prof. Bergera i ,loop-back” zaproponowany przez zespét prof.
Katayamy. Wyniki uzyskane przez Doktorantke, przedstawione w publikacji Wegrzyn i wsp., NAR 2023
oraz w rozprawie doktorskiej stanowig samodzielne rozwigzanie problemu naukowego oraz wnosza
wktad do wcigz trwajgcej wsrod naukowcedw dyskusji dotyczace] struktury kompleksdw inicjujacych
replikacje chromosomdw i plazmidow.

W trakcie czytania rozprawy nasunety mi sie pytania dotyczgce wynikéw, ale takze czesci
technicznej pracy. Prosze Doktorantke o komentarz.

Pytania dotyczace wynikow i ich analiz:

®* Prosze o doprecyzowanie, ktére warianty biatka RepA Doktorantka zaprojektowata
i oczyscita, poniewaz nieécistosci migdzy Tab. 7, Tab. 8 oraz tekstem na str. 85 nie pozwalaja
jednoznacznie tego stwierdzic.

e Na Ryc. 15 pokazano widma CD wybranych wariantdéw biatek TrfA-33 i RepE (14 z biatkami
typu WT), brak jest widm pozostatych wariantéw TrfA i RepE oraz nie ma zadnego widma
biatka RepA. Czy badano pozostate warianty i jesli tak, to jakie wyniki uzyskano?

e W jaki sposéb wariant TrfA R347E doprowadza do powstania formy F* (Ryc. 17) jesli nie
oddziatuje z dsDNA (Ryc. 21 B)?

e Jak mozna wyttumaczy¢ zmniejszenie objetosci czgsteczek TrfA R156E i w mniejszym
stopniu R327E po dodaniu ssDNA (Ryc. 22)? Czy te warianty mogg tworzy¢ struktury/formy
czwartorzedowe inne niz biatko WT, bo objetoéc ich jest wieksza niz biatka WT? Ponadto
w opisie analizy AFM podano, Ze tworzenie komplekséw TrfA-ssDNA stwierdzono tylko
w przypadku biatka WT, ale analiza Ryc. 22 wskazuje, ze réwniez podobny efekt
zaobserwowano dla wariantu R347E, co jest zgodne z wynikiem analizy EMSA (Ryc. 21A).
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e Doktorantka nie zamiescita wynikdw analizy oddzialywania RepA i jego wariantéw z DNA
metodg SPR, chociaz takie wyniki sg przywotywane w pracy (np. str. 108).

e Na Ryc. 21 niektére warianty RepA tworzg z ssDNA dwa rodzaje komplekséw a niektére
jeden. Prosze porownac np. WT, R191E i Q220E/N221E z R245E i K266E (wszystkie analizy
z oriPpuesbottom). Czy to moze miec jakies znaczenie funkcjonalne dla tworzenia kompleksu?

Pytania dotyczace metod:

® Rozdz. 5.10: Dlaczego Doktorantka stosowata metode oznaczania stezenia biatek przez
analize poréwnawczg intensywnosci prazkéw izolowanych biatek ze standardem BSA? To
musiato by¢ bardzo pracochtonne, szczegdinie w sytuacji tak wielu biatek i by¢ moze wiecej
niz jednokrotnej procedury izolacji. Dlaczego Doktorantka nie stosowata metod pomiaréw
w roztworach? Przy okazji zauwaze, ze na Ryc. 14 btednie opisano stezenia standardu BSA
(jest: 500, 100, 1500, 2000 ng, powinno (chyba) byé¢: 500, 1000, 1500, 2000 ng).

¢ Rozdz. 5.21: Czy Doktorantka uwaza, ze zastosowanie kanatu , pustego” na matrycy sensora
Biacore Series S Chip SA w analizie SPR jest optymalng kontrolg eksperymentu? Jakie
przestanki skfonity do wyboru kanatu niepofaszczonego w stosunku np. do optaszczenia
kanatu nieswoistym DNA?

e Rozdz. 5.20 i 5.21: Czy zastosowanie ATP w roztworach EMSA bylo konieczne, skoro
inicjatory plazmidowe nie zawierajg motywu AAA+?

® Rozdz. 5.20 i 5.21: co Doktorantka rozumie przez ,zatrzymanie reakcji” w analizie EMSA
i w jaki sposob fikol ,zatrzymuje reakcje” (str. 70) i?

e Rozdz. 5.17: Czy w opisie metody uwzgledniono wszystkie kroki? (brakuje mi wskazania
etapéw wymiany buforéw pomiedzy kolejnymi etapami procesowania prébek).

e Rozdz. 5.22.3: Dlaczego stosowano rézne polimerazy do wydiuzania startera w KMnO4
footprinting (Tab. 4, str. 73). Czy wynikato to z przestanek technicznych (np. na danej
matrycy uzyskiwano zadawalajgcy wynik wykorzystujac tylko tg konkretng polimeraze?)

e Rozdz. 5.24: Czy tak ditugie (przez catg noc) odbarwianie zelu barwionego EtBr nie ostabiato
odczytu sygnatu?

Podsumowujgc recenzje rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Oliwy stwierdzam, ze Doktorantka
wykonata badania naukowe osiggajgc cel pracy doktorskiej zgodnie z tytutem rozprawy doktorskiej.
Moje uwagi czy pytania nie umniejszajg wartosci pracy ani osiggnie¢ Doktorantki. Uwazam,
7e przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Moniki Oliwy spefnia wszystkie warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20.07.2018 r. i Wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Oliwy do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
?b.m Pawiik

7akiad Mikrobiclogh HTD PAN
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