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Pracownia Genetyki i Fizjologii Mycobacterium PAN - Instytut Ymmunologii

Instytut Biologii Medycznej PAN, L6dz WP G v Bt

Ocena pracy doktorskiej mgr Malgorzaty Nowaczyk-Cieszewskiej pt. ,,Rola
domen I i III bialka DnaA w tworzeniu kompleksu inicjujacego replikacje
chromosomu Helicobacter pylori”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Laboratorium Biologii
Molekularnej Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN we Wroctawiu pod kierunkiem dr hab. Anny Pawlik.

Zespol badawczy, kierowany przez Paniag Promotor, dr hab. Anne Pawlik, w ktérym Doktorantka
realizowata swoj projekt, jest autorem szeregu bardzo dobrze opublikowanych prac w dziedzinie
replikacji materiatu genetycznego bakterii, z uwzglednieniem Helicobacter pylori..

Celem badan Doktorantki byta charakterystyka dotad nieopisanych w literaturze naukowej domeny I
i III biatka DnaA H. pylori. Cel ten realizowano poprzez zaproponowanie szeregu badaf, ktére
zmierzaly min. do okreslenia roli oligomeryzacji biatka DnaA w oddzialywaniu z DNA, wykazania
roli homooligomeryzacji domeny I w powstawaniu kompleksu inicjujacego, pokazania udziatu
oddzialujagcych bialek HopA-DnaA w tworzeniu orisomu i rozplataniu regionu DUE (DNA
unwinding element), a takze charakterystyka bialek zmutowanych w resztach aminokwasowych
waznych dla aktywnosci biatka zwigzanej z oddziatywaniem z ATP/ADP.

Uktad tekstu rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Nowaczyk-Cieszewskiej jest
tradycyjny. Na poczatku Autorka zamieszcza streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim,
ktére w zwigzty sposob zapoznaja czytelnika z tematykg prowadzonych badan. Cze$é doswiadczalna
pracy jest poprzedzona dobrze napisanym wstepem literaturowym, obrazujacym obecny stan wiedzy
dotyczacy inicjacji replikacji chromosomu. Doktorantka zwraca uwage na uniwersalno$¢ procesu
replikacji i jednoczesnie opisuje jego réznice we wszystkich domenach zycia. Kolejne rozdziaty
Wstepu dedykowane sg inicjacji replikacji chromosomu bakteryjnego i biatku inicjatorowemu DnaA,
na przykladzie modelowego organizmu E. coli. Nastgpnie Doktorantka zapoznaje czytelnika ze

swoim modelem badawczym charakteryzujac bakterie H. pylori i przedstawia dane literaturowe na
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temat procesu inicjacji replikacji u tego gatunku. Dobor zagadnien omawianych we ,,Wstgpie” pracy
jest réwniez przemyslany i zwiazany z prezentowanymi w dalszych rozdziatach wynikami wiasnymi
autorki. Na str. 13 Doktorantka napisata Liczba powtdrzeri DnaA-trio réini si¢ pomiedzy
gatunkami: i wymienia gatunki podajac liczbe przed ktorg jest skrot ok 8, ok 5 itd. Prosze wyjasnic¢
dlaczego uzywa Pani ,,0kolo” podajac konkretne liczby powtorzen? Nastepnie opisujac bakteryjne
biatko DnaA zwraca Pani uwage na bakterie endosymbiotyczne, u ktérych nie zidentyfikowano tego
biatka. Czy wiadomo w jaki sposéb ulega powieleniu material genetyczny u tych bakterii?

W rozdziale ,Materialy i Metody” Doktorantka zapoznaje czytelnika z zastosowang
metodologia badan. Wigkszoéé procedur zostala doktadnie opisana umozliwiajac ich odtworzenie w
innym laboratorium. Zamieszczone w tab. 4. sformutowanie ,oligonukleotydy stosowane do
stworzenia fragmentu...” nie jest whasciwe, jak rowniez ,wzrost bakterii zachodzit w wytrzasarce”.
Ponadto opis podt6z mikrobiologicznych nie jest precyzyjny, warto poda¢ odnosnik literaturowy.
Podobnie do podstawowych metod takich jak np. transformacja E. coli warto zacytowa¢ literaturg
bez szczegdlowego opisu. W tej czesci pracy zastosowano sporo zargonu laboratoryjnego np.
glicerolka, obciaznik, kolonijny PCR, bufor unwindingowy itp.

Na szczegolna uwage zashiguje zastosowanie w pracy mikroskopii elektronowej do obrazowania
komplekséw nukleoproteinowych, analizy oddziatywan biatko-DNA z uzyciem powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (SPR) oraz wielu technik biologii molekularnej, co pozwala przypuszczac,
7e Doktorantka w czasie realizacji pracy zdobyla szerokie doswiadczenie nie tylko w metodach
obrazowania, ale réwniez w pracy laboratoryjnej z kwasami nukleinowymi oraz biatkami. W tym
miejscu chee zapytaé Panig o analizy mikroskopowe wykonywane w Instytucie Max’a Plancka. Czy
te analizy wykonywala Pani osobiscie?

Na uwage zastuguje ogrom pracy wlozonej przez Doktorantke w przygotowanie duzej liczby
plazmidéw oraz szczepéw H. pylori noszacych natywny gen dnad lub jego modyfikacje w celu
nadprodukcji réznych wariantéw biatka DnaA. Moim zdaniem w opisie dotyczacym konstrukcji
plazmidéw str. 58 poza tekstem i odnosnikami do tabel zamieszczonymi w Materiatach i Metodach
watro graficznie zobrazowa¢ etapy klonowania poniewaz taki opis konstrukcji jest trudny do
$ledzenia. Dlaczego dla potwierdzenia konstruktéw pET21b(+)Strep3 do syntezy bialka DnaA
zmutowanego w obrebie domeny III wykonano reakcj¢ PCR i trawienie restrykeyjne (rys.14)
zamiast analizy sekwencyjnej, ktéra  jednoznacznie pozwolilaby stwierdzi¢ obecnos¢

wprowadzonej mutacji? Ponadto zastosowany marker wielkosci (1kb) nie nadaje si¢ do
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okreSlania malych fragmentéw DNA uzyskiwanych w prezentowanych analizach
restrykeyjnych.

Kolejne konstrukty wektorow serii pILL wykonata Doktorantka w celu otrzymania zmutowanych
wariantéw biatka DnaA w domenie III co miato na celu przeprowadzenie analiz in vivo dotyczacych
wpltywu ATP na proces replikacji chromosomu H. pylori. Podobnie w tym przypadku graficzne
przedstawienie etapéw klonowania wektoréw serii pILL utatwitoby znaczaco zrozumienie zawartego
w pracy opisu (str. 62). Dlaczego w prezentowanej na Rys.15 B analizie restrykcyjnej tym
razem wykorzystano jako wzorzec wielkosci DNA faga A/Pstl i w jakich warunkach
przeprowadzano rozdzialy elektroforetyczne?

Kolejny rozdziat Wynikéw dotyczy izolacji rekombinowanych wariantéw biatka DnaA H. pylori w
uktadzie heterologicznym E. coli z wykorzystaniem wektora ekspresyjnego pET21. Na uznanie
zashuguje otrzymanie przez Doktorantke 7 preparatow biatkowych o wysokiej czystosci z 8
zaplanowanych. W tej czesci zabraklo wyjasnienia w jakim celu zostaly przygotowywane biatka?
Ponadto warto zamiesci¢ przyktadowy zel SDS-PAGE z oczyszczania pojedynczego biatka. Prosze
Doktorantke o wskazanie prawdopodobnych powodéw, ktére uniemozliwily nadprodukcje
bialka HpDnaAK1781strep?

W kolejnym rozdziale Pani mgr Matgorzata Nowaczyk-Cieszewska opisuje role domeny I i II biatka
DnaA w oligomeryzacji DnaA i oddziatywaniu DnaA z DNA, wykorzystujac technike utrwalania
glutaraldehydem kompleksow biatkowych, analiz¢ SPR, EMSA oraz mikroskopi¢ elektronowa.
Doktorantka napisata, ze mikroskopia elektronowa jest jedng z metod umozliwiajagca obserwacje
oddziatywan pomigdzy biatkiem DnaA i plazmidowym DNA zwracajac uwage na fakt, ze to wiasnie
domena IV bialka DnaA odpowiada za takie oddziatywania. Jednoczes$nie nie udato si¢
zaobserwowa¢ kompleksow nukleoproteinych w przypadku wariantu biatka DnaA wylacznie z
domeng IV co Autorka tlumaczy zbyt mata wielkoscia kompleksow. Czy mogla by Pani
zaproponowaé¢ inne metody do identyfikacji malych kompleksow bialko-DNA? Jakie sg
graniczne wielko$ci kompleksow dla mikroskopii elektronowej?

Z literatury wiadomo, ze biatlko DnaA H. pylori nie wymaga udzialu dodatkowych bialek do
rozplatania helisy DNA stad celowym bylo wykazanie udzialu poszczegélnych domen w tym
procesie. W zaproponowanym tescie wykorzystano zmodyfikowane biatka DnaA i plazmidowy
DNA porilori2. Prosze powiedzie¢ dlaczego uzyla Pani 200nM bialka? Czy uwaza Pani, ze
wigksza ilo$¢ bialka nie wplynelaby na wydajno$¢ procesu rozplatania plazmidu (rys.24)? Na
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jakiej podstawie uwaza Pani, ze domena I nie jest niezb¢dna do rozplatania DNA przez bialko
DnaA (str. 81)?

Doktorantka zaobserwowala, ze inkubacja bialka DnaA z biatkiem HopA w wysokim stgzeniu
hamuje proces rozplatania helisy DNA. Czy in vivo istnieja warunki, w ktorych dochodzi do
zwi¢kszonej produkeji biatko HopA?

Opisujac wpltyw oddziatywania DnaA z ATP i ADP na tworzenie kompleksow DnaA-DNA z
wykorzystaniem metody SPR nie zacytowano w tekscie zamieszczonych w tym rozdziale tab.15 i
rys.27, ry.28. Bardzo interesujace sa wyniki dotyczace analizy wptywu ATP na rozplatanie DNA
przez biatko DnaA, ktére po raz pierwszy udowadniaja, Zze biatko DnaA jest aktywne wyltaczne w
formie zwigzanej z ATP, a mutacja w palcu argininowym R285A ostabia znaczaco zdolno$¢ do
otwierania helisy DNA.

Kolejne badania Doktorantki zmierzaly do syntezy bialek DnaA z mutacjami w obrgbie motywu
AAA+ . Do tego celu wykorzystano szczep N6 H. pylori i plazmidy pILL2150 i pILL2157
umozliwiajgce synteze bialek odpowiednio na poziomie zblizonym do natywnej produkcji lub
zwickszonej. Z zaprezentowanych w tym rozdziale wynikéw trudno bylo si¢ zorientowac czy
przeprowadzona mutageneza powiodla si¢ czy tez nie. Dopiero zmieszczony schemat wymiany
natywnej kopii genu na zmutowang zamieszczony na str. 94. utatwia przesledzenie wezesniejszych
wynikéw opisanych w tym rozdziale. Pomimo duzego nakfadu pracy Doktorantki uzyskano tylko
jeden potencjalny szczep z mutacja w regionie AAA+ (N6 2157DnaAR334AstrepA), ktorego
genotyp potwierdzono metoda PCR z wykorzystaniem odpowiednio zaplanowanych sekwencji
starterowych, przy czym warto byloby zaznaczy¢ na rys.4l. pozytywny wynik. Czy z powodu
trudnosci w wyselekcjonowaniu wlasciwych szczepéw nie obawia si¢ Pani, Zze uzyskany szczep
mutant jest prawidlowy? Czy nie nalezalo wykorzysta¢ dodatkowa metode dla potwierdzenia
genotypu mutanta? W podsumowaniu prob uzyskania mutantéw wspomina Pani, ze w szczepach z
mutacja R285A, ,zmutowana wersja genu dnad kodowana na plazmidzie zostata naprawiona”.
Prositabym Pania o wyja$nienie jakie mechanizmy naprawy DNA zostaly prawdopodobnie
uruchomione? Czy ta mutacja moze by¢ letalna dla komérek H. pylori?

W kolejnym punkcie dotyczacym mutacji K178I opis wydaje si¢ by¢ odmienny od obserwowanych
wzorbw restrykcyjnych dla restryktazy Sau3A. Czy moglaby Pani wyjasni¢ te rozbieznosci? Moim
zdaniem, ten rozdzial Wynikéw nie powinien by¢ tak rozbudowany z uwagi na wigkszos¢

negatywnych wynikéw zwigzanych z selekcjg szczepow o pozadanym wiasciwosciach.
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W ostatnim etapie badan Doktorantka sprawdzata wzrost szczepu N6 H. pylori, noszacego
dodatkowo zmutowane w obrgbie motywu AAA+ kopie genu drad, na podtozu statym z lub bez
dodatku induktora (IPTG). Na podstawie zamieszczonego rys. 42 trudno jest, moim zdaniem, ocenié
roznice we wzroscie badanych szczepéw. Wydaje si¢, ze obecno$é samego plazmidu pILL2157
wplywa na oslabienie wzrostu H. pylori po indukcji IPTG, czy zatem mozna mowié o efekcie
letalno$ci szczepow zwigzanej z nadprodukeja DnaA lub jego zmutowanych form? Czy analizy
CFU nie bylyby bardziej informatywne?
Nalezy nadmieni¢, ze Doktorantka starannie zilustrowala przeprowadzone badania i wlozyta
mnostwo pracy w przygotowanie i analizy szczepow- mutantow.
Dyskusja pracy zostata podzielona na podrozdzialy i zawiera przemyslane interpretacje uzyskanych
wynikow $wiadczace o znajomosci badanej tematyki, umiejetnosci wyciagania logicznych wnioskéw
w oparciu o wlasne spostrzezenia, jak rowniez dane literaturowe (128 pozycji literatury). Jednak
niektére fragmenty dyskusji powinny zosta¢ pominigte z uwagi na powtorzenia danych juz wczesniej
zamieszczonych w czesci wynikowej pracy, zas Tab.19. powinna znalezé si¢ w odpowiedniej czeéei
wynikowej, co ulatwitoby interpretacjg otrzymanych wynikow.
Na zakonczenie Doktorantka przedstawia szczegdlowe wnioski wyciagnigte na podstawie
przeprowadzonych badan wilasnych, ktore w duzej mierze mogly znalezé si¢ w podsumowaniu
poszczegblnych etapow czgsci eksperymentalnej. Uwazam, ze wsréd wnioskéw koncowych nalezato
postawi¢ wnioski bardziej ogdlne.

W tekscie rozprawy zauwazono pewne bledy jezykowe i redakcyjne, a takze zwroty
zargonowe czy niepoprawne sformutowania, jak réwniez nieliczne niescistosci w cytowanej

literaturze (np. brak czasopisma). Na stronie tytutowej pracy przypuszczam, ze miat by¢ wpisany rok
2019?

Na zakoniczenie chciatabym poprosi¢ Doktorantke o podzielenie si¢ podczas publicznej obrony
swoimi przemysleniami na ponizsze kwestie:

- Co dla Pani stanowi najwigksze osiagnigcie naukowe zwigzane z realizacjg podjetych celow
pracy doktorskiej?

- Czy pomimo wielu podobienstw strukturalnych pomie¢dzy biatkami DnaA z E. coli i H. pylori,
faktycznie tylko HopA jest jedynym bialkiem partnerskim dla DnaA u H. pylori?
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Podsumowanie:

Po szczegélowym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani mgr Malgorzaty Nowaczyk-
Cieszewskiej uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zawiera bardzo warto$ciowe wyniki co
wplywa na moja wysoka ocen¢ osiagnie¢ Pani mgr Malgorzaty Nowaczyk-Cieszewskiej, a
zawarte pytania, watpliwos$ci nie wplywaja w najmniejszym stopniu na pozytywng oceng¢ pracy.
Jednocze$nie stwierdzam, ze praca mgr Malgorzaty Nowaczyk-Cieszewskiej w pelni spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim na stopiei doktora nauk biologicznych i wnoszg¢
do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
PAN o dopuszczenie mgr Malgorzaty Nowaczyk-Cieszewskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

(VAN

Df hab. Anna Brzostek



