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Recenzja rozprawy doktorskiej Eweliny Boguszewskiej

Rozprawa doktorska zatytutowana ,Analiza biatek inicjatorowych DnaA i TrfA w komérkach Escherichia
coli w trakcie gtodu aminokwasowego” zostata przygotowana przez Panig Eweline Boguszewska pod
opieka promotorska prof. dr hab. Igora Koniecznego. Praca zostata przedtozona Radzie Dyscypliny
Biotechnologia Uniwersytetu Gdarskiego.

Gtéwnym celem pracy badawczej przedstawionej w niniejszej dysertacji jest analiza roli biatek DnaA i
plazmidowego TrfA w procesie regulacji inicjacji replikacji chromosomalnego lub plazmidowego DNA
(zahamowania replikacji) w warunkach stresu wywotanych niedoborem aminokwasu seryny w
poréwnaniu do warunkéw optymalnego wzrostu. Wyniki przedstawione w pracy sg nowe, czedciowo juz
opublikowane i stanowig uzupetnienie badan dotychczas publikowanych przez grupe profesora
Koniecznego.

Praca doktorska mgr Eweliny Boguszewskie]j zostata napisana w jezyku polskim. Tres¢ pracy jest zgodna z
tematem wskazanym w tytule. Uktad tresci jest wtasciwy i prawidtowy dla danego formatu. Praca jest
standardowo podzielona na kilka gtéwnych rozdziatéw: Streszczenie, Wstep, Cel Pracy, Materiaty, Metody,
Wyniki, Dyskusja. Autorka wykorzystat obszerna bibliografie odwotujaca sie do 256 artykutow naukowych.
Autorka stosuje w pracy odpowiedni dla tego formatu jezyk i terminologie. Spis tresci przygotowany jest
prawidtowo. W pracy brakuje listy rycin i tabel. Praca jest przejrzysta, rzeczowa oraz starannie
przygotowana. Tekst opatrzony jest 39 rycinami i 13 tabelami. WiekszosC rycin jest starannie
przygotowane, opisy na nich umieszczone sg czytelne. Bibliografia zostata odpowiednio uzyta w tekscie i
we wtasciwy sposdb uzyta do dyskusji wynikéw.

Pierwszy rozdziat, Wstep, autorka rozpoczyna zwieztym opisem organizmu modelowego, bakterii
Escherichia coli, w badaniach odpowiedzi na stres. Autorka przybliza role alarmonu (p)ppGpp oraz
akumulacji polimeru - polifosforanu (polyP) w adaptacji bakterii do zmiennych warunkéw . W drugiej
czesci wstepu autorka przybliza informacje dotyczace inicjacji replikacji chromosomalnego DNA, opisuje
role biatka DnaA, proces inicjacji replikacji i kontroli replikacji w warunkach optymalnych, w tym role
metylacji regionu oriC, role biatek NAP (w tym Fis i IHF). W kolejne]j czedci Wstepu, autorka przybliza proces
inicjacji i kontroli inicjacji replikacji plazmidu RK2 w E. coli, w tym role biatka TrfA. Autorka konczy Wstep
opisem wptywu stresu na proces inicjacji replikacji DNA.
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Nastepnie, autorka przedstawia szczegbtowy Cel badawczy, ktérego zadaniem jest analiza biatek
inicjatorowych replikacji DnaA i TrfA u bakterii Escherichia coli w warunkach niedoboru aminokwasu
seryny w tym (1) lokalizacje DnaA, (II) poziom biatka DnaA w badanych warunkach, (I1) identyfikacja miejsc
wigzania DnaA do chromosomalnego DNA oraz (IV) oddziatywania DnaA i TrfA z plazmidowym oriV.

W rozdziale Materiaty, autorka podaje listy szczepdw bakterii £, coli, plazmiddw, oligonukleotyddw, biatek,
odczynnikow, przeciwciat, pozywek do hodowli mikroorganizméw, antybiotykéw wykorzystanych w
badaniach.

W rozdziale Metody, autorka opisuje protokoty, z ktérych korzystat w celu realizacji zadai badawczych.
Opisane sg miedzy innymi procedury obrazowania bakterii, przygotowania DNA i biatek do analiz,
procedury EMSA, ChiP-seq, Western Blot, sekwencjonowania NGS, analiza zebranych danych.

Sekcje Wyniki autorka rozpoczyna opisem przygotowania aktywnego, fluorescencyjnie wyznakowanego
biatka DnaA do analizin vitro i in vivo. Autorka prowadzi obrazowanie pojedynczych komdrek technika ujeé
poklatkowych w celu zebrania informacji o lokalizacji biatka DnaA w komérkach E. coli w warunkach
optymalnego wzrostu, w czasie stresu wywotanego niedoborem aminokwasu seryny oraz w czasie wyjscia
ze stresu. Przeanalizowane dane zostaty zaprezentowane jako kymografy. Dla komérek rosngcych w
warunkach optymalnych, autorka przedstawia schemat lokalizacji DnaA (Rycina 16), brakuje podobnego
schematu dla warunkéw stresowych i wyjscia ze stresu. Na podstawie danych, autorka przedstawia
réwniez charakterystyke bakterii na réznych etapach hodowli, ich dtugo$¢, $rednice, objetosé i zauwaza,
ze w czasie stresu wywotanego gtodem aminokwasowym komérki skracajg sie i charakteryzujg sie
mniejsza objetoscia cytoplazmy. W kolejnym kroku autorka testuje jak zmienia sie poziom DnaA w
komérkach E. coli w czasie wzrostu w warunkach optymalnych, stresu i okresu wyjécia ze stresu. Autorka
obserwuje spadek poziomu DnaA w czasie stresu oraz zwiekszony poziom w okresie wyjécia ze stresu.

Nastepnie autorka analizuje juz sam proces replikacji chromosomalnego DNA wykorzystujac analizy gPCR
do monitorowania regionu oriC i cytometrie przeptywowa w celu ustalenia iloéci DNA w komédrkach w
uktadzie eksperymentalnym. W czasie stresu, gdy komérki nie dziela sie, autorka obserwuje
synchronizacje liczby chromosoméw w komérkach wynikajaca z zatrzymania replikacji. W aktywnie
dzielgcych sig komérkach, trudnych do zsynchronizowania, zgodnie z oczekiwaniem obserwuije zmienng
ilosci DNA. W kolejnym kroku, autorka badata wigzanie DnaA do chromosomalnego DNA metoda
immunoprecypitacji potaczonej z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem DNA ChIP-Seq. Autorka
obserwuje wyzsze pokrycie genomu prébek wyjsciowych DNA w okolicy oriC dla komérek rosnacych w
warunkach optymalnych i wychodzacych ze stresu - czyli aktywnych replikacyjnie, oraz stosunkowo
jednorodne pokrycie genomu dla komédrek w stresie. Co jest zbiezne z wynikami poprzednich analiz oraz
wskazuje na warunki hodowli pozwalajace na przeprowadzenie analiz. Analizy frakcji DNA wzbogaconych
przy immunoprecypitacji DnaA pokazuja wigzanie DnaA do oriC oraz kilkunastu regionéw
chromosomalnego DNA w warunkach wzrostu optymalnego i po wyjsciu ze stresu. Natomiast w czasie
stresu, nie wykazano wigzania DnaA do oriC. Zaobserwowano mniejszg czestotliwo$¢ wigzanie DnaA do
chromosomalnego DNA. Optymalna sekwencja, do ktdra rozpoznaje biatko DnaA jest znana, autorka
przeszukata genom E. coli w celu identyfikacji idealnych DnaA-box oraz sekwencji z rézniacych sie jednym
lub dwoma nukleotydami od sekwencji idealnej oraz przyréwnata otrzymane wyniki ChiP-seq z ta
informacjg. Autorka wykazata, ze ze wszystkich zidentyfikowanych regionéw (ze wszystkich

INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI www.ibb.edu.pl secretariate@ibb.waw.pl
POLSKIEJ AKADEMII NAUK Tel.: +48 22 592 21 45, Faks; +48 22 592 21 90
ul. Pawinskiego 5A, 02-106 \Warszawa, Polska NIP: 5261039742, REGON: 000325819

Strona2z4




@ D) INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI
PP POLSKIEJ AKADEMII NAUK

eksperymentéw), DnaA wigze sie do Dna-box lub sekwencji bardzo podobnych. Nastepnie autorka
pokazuje in vitro, ze DnaA wiaze sie do oriC oraz do wybranej sekwencji DNA zidentyfikowanej w ChiP-seq
oraz potwierdza brak wigzania do regionu terC, co byto rowniez obserwowane w immunoprecypitacji DNA
zDnaA.

Autorka testuje czy wptyw poziomu biatka DnaA w komdrce wptywa na czestotliwo$¢ wigzania do oriC
chromosomalnego DNA. Autorka zademonstrowata, ze w szczepie dzikim, w czasie stresu poziom biatka
DnaA wyraznie spada w poréwnaniu do warunkéw optymalnego wzrostu. W mutancie £. coli pozbawionym
kinazy polifosforanowej (PPK) odpowiedzialnej za synteze polyP, poziom DnaA nie spada. Autorka testuje
wiazanie DnaA do oriC i terC w szczepie delta-ppk. Pokazuje, ze mimo braku spadku poziomu biatka DnaA
w mutancie w czasie warunkdw stresu nie nastepuje duze zwiekszenie wigzania DnaA do oriC co sugeruje
inny mechanizm ograniczania wigzania biatka do oriC niz jedynie spadek poziomu biatka.

W ostatnie]j czedci Wynikdw, autorka testuje wigzanie biatka DnaA w warunkach wzrostu w optymalnych
warunkach, w stresie oraz podczas wyjscia ze stresu do oriV plazmidowego DNA. W szczepie dzikim E. coli,
w mutancie delta-ppk oraz delta-fis (genu kodujgcego biatko Fis biorgce udziat w inicjacji replikacji) i
zaobserwowano podobne trendy dla chromosomalnego i plazmidowego DNA. Brak biatka Fis nie wptywa
znaczaco na wigzanie DnaA do oriC i oriV. Autorka testuje réwniez wptyw acetylacji na zdolnoS¢ DnaA do
wigzania do DNA i uzywajac przeciwciat wykrywajgcych acetylacje pokazuje, ze w czasie stresu jest wiecej
czasteczek DnaA ulegajacych acetylacji niz w warunkach optymalnych co moze wptywac na zdolnosc do
wigzania do DNA. Nastepnie autorka bada wigzanie plazmidowego inicjatora replikacji - biatka TrfA do
oriV. TrfA, podobnie jak DnaA, wigze sie do oriV w czasie wzrostu w warunkach optymalnych oraz przy
wyjsciu ze stresu, natomiast w warunkach stresu nie wigze sie do origin plazmidu. Natomiast TrfA nie wigze
sie do chromosomalnego DNA. Autorka pokazuje, ze biatko TrfA ulega degradacji w czasie stresu. Co moze
by¢ jednym z mechanizméw inhibicji replikacji plazmidu w warunkach stresu gtodu aminokwasowego.

W Dyskusji autorka rozwaza role biatek DnaA i TrfA w inicjacji replikacji chromosomalnego i plazmidowego
DNA w warunkach wzrostu w warunkach optymalnych oraz w czasie stresu. Autorka podejmuje prébe
wyjasnienia wynikow w kontekscie danych literaturowych.

Podsumowujgc, autorce pracy udato sie pokazac lokalizacje i profile wigzania biatka DnaA do
chromosomalnego DNA w warunkach wzrostu w warunkach optymalnych i w stresie, autorka pokazuje, ze
DnaA nie wigze sie do oriC w czasie stresu oraz proponuje, ze acetylacja DnaA moze wptywac na sposob
wigzania sie biatka do DNA w tych warunkach, co w konsekwencji ma wptyw na zahamowanie inicjacji
replikacji w warunkach nieoptymalnych. Autorka charakteryzuje rdwniez inicjacje replikacji
plazmidowego DNA. Doktorantka pokazuje, ze plazmidowe biatko TrfA wspétdziata z DnaA i tak jak DnaA
nie wigze sie do oril/ w czasie stresu.

Uwagi:

=  Brakuje przepisu na pozywke minimalna, MOPS z eksperymentu z Ryciny 25.
= NaRycinie 15 brakuje opisoéw osi, rycina jest niejasna.
= Na Rycinie 16 pomocne by byty schematy lokalizacji biatka DnaA jak na rycinie 15
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= Uwaga dotyczaca wynikéw zaprezentowanych na Rycinie 20, OD nie jest najlepszg metoda do
ustalania liczby komérek gdy ich rozmiar sig zmienia. Zmieni sie réwniez rozpraszanie Swiatta. W
takich warunkach warto przetestowaé relacje OD z CFU (colony forming units).

= Pytanie dotyczace wynikéw na zaprezentowanych na Rycinie 22, czy w tym eksperymencie
komérki, ktére sie dzielg, juz powstata septa, ale jeszcze sie nie rozdzielity sg widoczne?

= W miejscach wigzania DnaA do nieoptymalnych DnaA-box, czy dominowata substytucja
konkretnym nukleotydem?

Prosba o przedyskutowanie:

= Jakich wynikéw by sie Pani spodziewata w mutancie delta-relA? Jak alarmon wptywa na
dostepno$¢ oriC dla DnaA?

= Jaki wptyw na wigzanie DnaA do DNA ma metylacja DNA? Czy miejsca DnaA-box poza oriC tez
ulegaja metylacji?

= Czy kondensyny moga wptywac na obserwowane wyniki?

= Czy prébowata Pani poréwnywac wyniki ze znanymi strukturami 3D chromosomu Escherichia coli?

Niniejszg prace oceniam pozytywnie. Autorka prawidtowo planuje eksperymenty i wycigga wnioski.
Autorka stosuje wiele metod i z powodzeniem prébuje integrowac wyniki pozyskane nimi. Wyniki stanowig
kontynuacje zagadnieri badanych w laboratorium promotora. Cze$¢ wynikéw jest juz opublikowana w
recenzowanym czasopismie.

Stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Eweliny Boguszewskiej spetnia warunki okreslone w artykule
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668 z pozn.
zm.).

Zwracam sie do Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr
Eweliny Boguszewskiej do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia.

Dr hab. Agata Starosta
/—t
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