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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Gross, pt.

”Analiza stabilnosci biatka DnaA Escherichia coli w regulacji inicjacji replikacji DNA”

(The analysis of the stability of Escherichia coli DnaA protein in the regulation of DNA replication)

Przedstawiona mi do recenzji praca zostata wykonana w Katedrze Biologii Molekularnej i
Komodrkowej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem prof. dr. hab. Igora Koniecznego oraz dr Katarzyny
Wegrzyn, promotora pomocniczego.

Tematyka rozprawy dotyczy replikacji DNA, a wiec jednego z podstawowych procesow
zachodzgcych w komdrkach wszystkich organizméw. Poznanie mechanizmu powielania informacji
genetycznej byto jednym z kamieni milowych w dziejach nauki i zapoczatkowato dynamiczny
rozwaj biologii molekularnej. Wiekszo$¢ badan nad replikacjg DNA przeprowadzono na modelach
bakteryjnych, jednak uzyskane wyniki majg wymiar uniwersalny, bowiem proces ten przebiega
wedtug podobnego scenariusza réwniez w komdrkach eukariotéow i archeondw.

Klasyczny model replikonu zaproponowano juz w latach 60. ubiegtego wieku. Zakfadat on
istnienie dwdch kluczowych komponentéw systeméw replikacyjnych, tj. origin, w ktérym dochodzi
do zapoczatkowania syntezy DNA, oraz elementu inicjatorowego, ktdry inicjuje replikacje w
miejscu origin. Przedstawione wdéwczas przewidywania okazaty sie w petni trafne. Pozwolity one
nie tylko na zdefiniowanie systemodw replikacyjnych, lecz réwniez wskazaty inicjacje, jako gtéwny
etap decyzyjny, odgrywajacy kluczowg role w regulacji replikacji.

Regulacja inicjacji replikacji jest zagadnieniem bardzo ztozonym. Zapewnienie odpowiedniej
liczby kopii replikonu w komorce, powigzanie replikacji z okreslonym etapem cyklu komérkowego
oraz skorelowanie czestosci jej inicjacji z tempem metabolizmu komérki (na co majg réwniez
wptyw warunki Srodowiska zewnetrznego), wymaga wspoétdziatania globalnych mechanizméw
regulacyjnych. Wypadkowag aktywnosci tych mechanizméw jest decyzja o zainicjowaniu lub
zahamowaniu kolejnej rundy replikacji, co determinuje réwniez czestosé podziatéw komdrkowych,
a tym samym tempo wzrostu komorek bakterii, dostosowane do danych warunkow
srodowiskowych.
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Tematyka badawcza ocenianej rozprawy wpisuje sie w ten nurt tematyczny. Doktorantka
podjeta sie trudnego, lecz nosnego od strony naukowej zadania, jakim byto, ogdlnie ujmujac,
poszukiwanie nowych mechanizmdéw zaangazowanych w regulacje inicjacji replikacji DNA w
komadrkach bakterii Escherichia coli. Doktorantka zadata sobie pytanie, czy zahamowanie replikacji
w warunkach stresowych moze by¢ spowodowane degradacjg biatka DnaA, odpowiadajgcego za
inicjacje replikacji chromosomu bakteryjnego. Po przeprowadzeniu ciggu precyzyjnie
zaplanowanych eksperymentdéw, uzyskata odpowiedz na to pytanie, osiggajagc tym samym
zatozony cel naukowy rozprawy. Biorgc pod uwage istotnos¢ analizowanego zagadnienia, nie ulega
dla mnie watpliwosci, ze wybér, zaréwno tematyki badan, jak i problemu badawczego, byty trafne i
w petni uzasadnione.

Rozprawa doktorska Pani mgr Marty Gross zostata przygotowana w jezyku angielskim, w formie
spdjnego tematycznie opracowania, z zachowaniem odpowiednich proporcji miedzy jej
poszczegblnymi czeSciami. Liczy ona 101 stron i zastata podzielona na rozdziaty, o uktadzie
typowym dla prac doswiadczalnych, obejmujgcym: streszczenie (réwniez w jezyku polskim), wstep,
cel badan, materiaty, metody, wyniki, dyskusje i literature. W rozprawie zamieszczono ponadto
wykaz stosowanych skrétéw, a catos¢ opatrzono 30 rycinami i 2 tabelami. Uwage zwraca duza
dbatos¢ o walory edytorskie rozprawy, a takze to, ze zostata ona napisana zwiezle, bardzo dobrym
jezykiem, z duzg precyzjg w formutowaniu mysli i wnioskéw.

Wstep, przygotowany w oparciu o bogaty zestaw pozycji literaturowych, zaréwno starszych, jak i
opublikowanych w ostatnich latach, znakomicie wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z
tematyka pracy. W rozdziale tym mozna wyrézni¢ dwie gtdwne czesci. Pierwsza charakteryzuje
komponenty systemu replikacyjnego chromosomu E. coli, czyli biatko DnaA i region origin (oriC),
a nastepnie przedstawia molekularne podstawy przebiegu kolejnych etapdéw inicjacji replikacji.
Druga czes¢ koncentruje sie na opisie poznanych dotgd mechanizméw kontrolujgcych proces
inicjacji replikacji, dziatajgcych poprzez: (i) regulacje poziomu transkrypcji genu dnaA
(autoregulacyjna funkcja DnaA), (ii) regulacje aktywnosci powstatego biatka inicjatorowego oraz
(iii) sekwestracje origin z udziatem biatka SeqA. Szczegdlng uwage Doktorantka poswieca roli
nukleotydéw adeninowych w modulowaniu aktywnosci biatka DnaA. Wstep koriczy krétki rozdziat
opisujgcy wptyw warunkow stresowych na replikacje DNA w komadrkach bakterii, z zamieszczong
klarowng rycing ilustrujgcg podstawy odpowiedzi scistej. Tematyka Wstepu prowadzi czytelnika
bezposrednio do odpowiednio postawionego Celu naukowego, jakim byto poznanie
mechanizmdéw kontrolujgcych inicjacje replikacji DNA w komadrkach E. coli, w warunkach
stresowych.

Przy opisie wtasciwosci autoregulacyjnych biatka inicjatorowego zaznaczono, ze gen dnaA
znajduje sie w jednym operonie z genem dnaN oraz genem recF, uczestniczgcym w odpowiedzi
SOS. Uktad tych gendw jest zachowany ewolucyjnie réwniez w innych klasach taksonomicznych
bakterii, co sugeruje jego istotnos¢. Poprositbym o podanie bardziej szczegétowych informacji o
tym operonie i regulacji jego ekspres;ji.
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W kolejnych dwdch rozdziatach rozprawy opisano wykorzystane materiaty oraz metodyke prac
eksperymentalnych. W badaniach wykorzystano wytacznie plazmidy i szczepy bakteryjne
zdefiniowane pod wzgledem genetycznym. Z obowigzku recenzenta wspomne jedynie, ze wedtug
powszechnie przyjetych regut, opornosc na antybiotyki determinowana przez geny plazmidowe
powinna by¢ oznaczana kodem dwuliterowym (np. Ap" — opornosé na ampicyline), natomiast
analogiczny fenotyp uwarunkowany genami chromosomowymi okresla sie kodem trzyliterowym
(np. Amp'). Doktorantka nie stosuje tych regut przy opisie fenotypdw plazmidéw (str. 35-36).
Zwracam réwniez uwage na nieodpowiednig forme pisowni nazw enzymoéw restrykcyjnych (np.
BamH]l; np. str. 37 i 45) oraz wzoréw chemicznych niektérych zwigzkéw (np. K2HPO4; str. 41).

Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wykorzystata w badaniach bogaty zestaw metod z
zakresu biochemii, genetyki i biologii molekularnej. Realizacja zaplanowanych zadan badawczych
wymagata oczyszczanych kilkunastu w petni aktywnych biatek, a takze konstrukcji (in vitro badz in
vivo) licznych ztozonych uktadéw badawczych. Dowodzi do bardzo dobrego warsztatu
molekularnego Doktorantki oraz umiejetnosci doboru metod i narzedzi, odpowiednich do realizacji
poszczegdlnych zadan badawczych rozprawy.

Whyniki przedstawiono na 17 stronach rozprawy. Kolejne opisane watki badawcze stanowig
logiczny ciag przyczynowo-skutkowy, co powoduje, ze rozdziat ten czyta sie z duzym
zainteresowaniem, z tatwoscig $ledzac tok rozumowania Doktorantki.

Prace rozpoczeto od weryfikacji gtdwnej hipotezy, zaktadajacej, ze w komodrkach E. coli
podczas odpowiedzi $cistej dochodzi do degradacji biatka DnaA. Badania te przeprowadzono m.in.
po indukcji warunkéw gtodu aminokwasowego inhibitorem syntetazy serylo-tRNA oraz w
warunkach fazy stacjonarnej wzrostu bakterii. Zgodnie z oczekiwaniami, w warunkach stresowych
zaobserwowano zmniejszenie ilosci DnaA, jednak nie dochodzito do jego catkowitej degradaciji.
Doktorantka scharakteryzowata zachowang w komaérce frakcje DnaA. Wykorzystujac technike
immunoprecypitacji komplekséw nukleoproteinowych (NCIP) wykazata, ze protekcji ulegaja
czgsteczki biatka, ktére w warunkach stresowych zwigzane sg z DNA — zaréwno te, ktére
efektywnie wigzg sie wowczas z promotorem p2 genu dnaA, jak i czgsteczki zwigzane z oriC.

W kolejnym etapie badan sprawdzono, czy biatko DnaA wchodzi w interakcje z
nieorganicznym polifosforanem (PolyP), ktdry powstaje w warunkach stresowych i moduluje
wiasciwosci proteolityczne proteazy Lon. Wymagato to wykorzystania oczyszczonego biatka DnaA,
ktorego aktywnosé zweryfikowano, potwierdzajgc jego zdolnos¢ wprowadzania helikazy do
kompleksu inicjacyjnego. Efektem przeprowadzonych in vitro analiz byto zademonstrowanie
specyficznych interakcji DnaA z PolyP oraz wykazanie, ze za oddziatywania te odpowiada domena
DnaA determinujgca réwniez wigzanie biatka z DNA.

Dalsze badania przyniosty wyniki potwierdzajgce, ze biatko DnaA jest degradowane przez
proteaze Lon w warunkach stresowych. W tescie ELISA pokazano bezposrednie interakcje obu
biatek, a w uktadach in vivo zademonstrowano, ze zardwno w szczepie E. coli defektywnym w
produkcji proteazy, jak i w szczepie dzikim, w ktérym nadprodukowano biatko DnaA, replikacja
DNA, mimo zaindukowania odpowiedzi $cislej, jest kontynuowana.
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W koricowym etapie badan analizowano wptyw nukleotydéw adeninowych, ATP i ADP, na
proteolize biatka DnaA. Wyniki przeprowadzonych in vivo analiz wskazywaty na to, ze akumulacja
w komoérce formy DnaA-ADP koreluje ze zwiekszong aktywnoscig proteolityczng, a forma DnaA-
ATP nie ulega proteolizie. Zasadne byto zweryfikowanie tych obserwacji w uktadzie in vitro, co nie
byto tatwym zadaniem. Doktorantka doskonale poradzita sobie jednak z tym wyzwaniem, m.in.
dzieki odtworzeniu in vitro naturalnego systemu regulacyjnego RIDA, ktdry poprzez oddziatywanie
z DnaA-ATP i stymulacje hydrolizy ATP, umozliwit uzyskanie czystej formy DnaA-ADP,
wykorzystanej we witasciwym badaniu.

Dzieki logicznie zaprojektowanym eksperymentom, licznym skonstruowanym uktadom
badawczym —in vivo i in vitro — oraz zastosowaniu odpowiednich kontroli, Doktorantka uzyskata
wiarygodne i jednoznaczne wyniki $wiadczace o istnieniu nieopisanego wczesniej mechanizmu
inicjacji replikacji, ktéry nazwata akronimem SIDDA (ang. Stress Induced Degradation of DnaA).
Podstawg tego mechanizmu sg trzy najwazniejsze obserwacje ocenianej rozprawy, Swiadczace o
tym, ze: (i) proteaza Lon degraduje DnaA w obecnosci PolyP, co skutkuje zahamowaniem inicjacji
replikacji DNA w czasie odpowiedzi scistej, (ii) proteaza Lon w kompleksie z PolyP wybidrczo
degraduje DnaA-ADP oraz (iii) ze w warunkach stresowych biatko DnaA wigze sie efektywnie z
promotorem kodujgcego je genu, co blokuje jego ekspresje. Praca ta przyniosta réwniez wiele
pomniejszych, lecz waznych obserwacji, do ktérych Doktorantka nawigzuje w Dyskusji rozprawy.

Przytoczone w koricowej czesci Wynikdw wstepne dane na temat biatka inicjatorowego
TrfA plazmidu RK2 sugeruja, ze mechanizm SIDDA moze potencjalnie regulowac inicjacje replikacji
réowniez niektdrych replikondw pozachromosomowych, co otwiera nowe perspektywy badawcze.
Pomijajac ten niezbadany jeszcze watek plazmidowych biatek inicjatorowych, a majgc na uwadze
jedynie udziat biatka DnaA w inicjacji replikacji wielu plazmiddw, chetnie ustysze zdanie
Doktorantki, czy, i w jaki sposdb, mechanizm SIDDA moze rzutowac na powielanie tych
replikondéw.

Dyskusja rozprawy jest ciekawa i rzeczowa. Przedstawia ona rézne aspekty modelu SIDDA oraz
odnosi sie do najwazniejszych obserwacji i watkdw rozprawy. Zostata ona poprowadzona na tle
istotnych i prawidtowo dobranych publikacji naukowych. W koricowej czesci tego rozdziatu
Doktorantka przedstawia rowniez szerszg perspektywe praktycznego wykorzystania uzyskanych
przez nig wynikow. Spis pozycji bibliograficznych zamieszczonych w rozdziale Literatura jest bardzo
obszerny. Moja krytyczna uwaga dotyczy braku numerdw stron i numerow wolumindw w
przypadku zdecydowanej wiekszosci podanych pozycji, co odbiega od przyjetych standarddw.

Podsumowujgc, Doktorantka osiggneta podstawiony w rozprawie cel naukowy — okreslita
przyczyne zahamowania replikacji DNA w komérkach E. coli w warunkach stresowych, co pozwolito
jej na zaproponowanie autorskiego modelu, ilustrujgcego mechanizm tej inhibicji. Nalezy
zaznaczyé, ze stawianie w pracach doktorskich tak istotnych dla nauki pytan nie zdarza sie czesto i
cechuje wytacznie zespoty o ustalonej renomie naukowej, do jakich niewatpliwie zalicza sie grupa
kierowana przez prof. dr. hab. Igora Koniecznego.
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Doktorantka do realizacji kolejnych zadan badawczych wykorzystata oryginalne rozwigzania
metodyczne. Wykazata przy tym zdolno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, wiasciwej
analizy uzyskanych danych oraz wyciggania uprawnionych wnioskéw. Nie ulega watpliwosci, ze
zaplanowanie tych badan i dyskusja ich wynikéw wymagato dogtebnej wiedzy teoretycznej
Doktorantki, nie tylko na temat procesu replikacji DNA, lecz takze z zakresu biochemii, genetyki i
biologii komorki bakteryjne;.

W mojej ocenie rozprawa ta w petni spetnia warunki stawiane pracom doktorskim. Wnosze do
Rady Naukowej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Marty Gross do dalszych etapdw
przewodu doktorskiego. Nie znajduje w bazach bibliograficznych informacji na temat publikacji
wynikéw rozprawy. Jesli jednak warunek ten zostat spetniony, majgc na wzgledzie wysoki poziom
przeprowadzonych badan oraz wage uzyskanych wynikéw, wnosze do Wysokiej Rady o
wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

prof. dr hab. Dariusz Bartosik
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