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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Malgorzaty Nowaczyk-Cieszewskiej
»Rola domen L'illl bialka DnaA w tworzeniu kompleksu inicjujacego replikacje

chromosomu Helicobacter pylori"

Regulacja najbardziej istotnych procesow u organizméw zywych jest bardzo waznym
tematem badan naukowych. Replikacja DNA, jako niezbedny element cyklu wzrostu i podziatu
komorek od organizméw prokariotycznych do eukariotycznych, jest jednym z lepiej poznanych
procesow, jednakze wigkszo$¢ wiedzy pochodzi z badan z zastosowaniem organizmow
modelowych, jakimi dla bakterii sa przyktadowo Escherichia coli czy Bacillus subtilis. Dlatego
dla catoksztaltu wiedzy bardzo wazne sg badania istotnych proceséw zyciowych u innych niz
modelowe organizméw. W przypadku bakterii jest to tym wazniejsze, gdy przedmiotem badar Y]
mikroorganizmy patogenne gdzie poznanie regulacji najwazniejszych proceséw moze by¢
pomocne w projektowaniu skutecznych terapii. Takim organizmem jest bakteria Helicobacter
pylori, uznawana za czynnik etiologiczny powaznych schorzen jak wrzody i stan zapalny zotgdka

czy procesow prowadzacych do rozwoju nowotworéw zotadka. Dlatego, badania nad tym



mikroorganizmem petnig zaréwno funkcje poznawcza, dla rozwoju badan podstawowych, jak i
potencjalnie aplikacyjnie. W tym sg badania nad procesami niezwigzanymi bezposrednio z
regulacjg wirulencji mikroorganizmu, takimi jak regulacja replikacji DNA. Szczegolnie, jesli
badane procesy mogg by¢ regulowane w sposob odmienny od tego poznanego dla bakterii
modelowych. Takim wiadnie tematem zajela si¢ Doktorantka, Pani mgr Malgorzata Nowaczyk-
Cieszewska podczas prac nad rozprawa doktorskg. Badania zostaly wykonane w Laboratorium
Biologii Molekularnej Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN pod opicka Pani dr hab. Anny Pawlik. Zespé! Pani Promotor od wielu
lat zajmuje si¢ tematykg regulacji replikacji i podziatéw komarkowych u nietypowych bakterii
(jak promieniowce), oraz H. pylori. Dzigki szerokiemu doswiadczeniu naukowemu Promotora
pracy jak I $wietnemu warsztatowi badawczemu obejmujgcemu najnowsze techniki biochemiczne,
molekularne i mikrobiologiczne, Doktorantka mogla wykonaé ztozong i ciekawg prace.

Celem rozprawy doktorskiej Pani mgr. Matgorzaty Nowaczyk-Ciesielskiej byto
molekularne scharakteryzowanic bialka DnaA bakterii Helicobacter pylori. Biatko to jest
czynnikiem inicjatorowym replikacji DNA i jest obecne w wickszosci zbadanych do tej pory
bakterii. Dotychczasowe badania wskazywaty, iz dziataniec DnaA H. pylori jak rowniez
formowanie si¢ kompleksu replikacyjnego znaczaco rézni si¢ od analogicznego procesu u E. coli.
Ponadto, okreslaly one gltéwnie budowg i funkcjonowanie rejonu origin H. pylori. Dlatego,
uzasadnione jest podjecie przez Doktorantke problemu budowy i dziatania gtéwnego biatka
regulujgcego inicjacj¢ replikacji, DnaA tej bakterii. Badania te wymagaly calego zakresu metod
inzynierii genetycznej (konstrukcja plazmidow i szezepéw niosgeych mutacje), molekularnych
(jak badanie oddziatywan bialko-DNA) czy mikroskopowych (wizualizacja wigzania DnaA do
DNA).

W rozprawie przedstawiono wiele interesujacych wynikdw i wnioskéw. Sposrod nich, za
najwazniejsze uwazam:

- skonstruowanie uktadu do badania wiasciwosci poszezegdlnych domen biatka DnaA H.
pylori - biatek o r6znym sktadzie domen oraz wersji z zamienionymi resztami aminokwasowymi
w potencjalnie istotnych dla funkeji biatka rejonach,

- okreslenie roli domen DnaA w oligomeryzacji biatka,

- zbadanie oddziatywan pomigdzy DnaA a rejonem oriC i roli w tym oddzialywaniach

domen I-11,



- opisanie znaczenia domeny 111 DnaA H. pylori w rozplataniu DNA,

- zbadanie roli biatka HobA w inicjacji replikacji z udzialem DnaA.

Rozprawa ma typowy uklad z podziatem na odpowiednie rozdzialy. Streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim) podsumowuje osiagnigcia pracy. Obszerny Wstep wprowadza w
zagadnienia regulacji replikacji u roznych organizméw, poréwnujac mechanizmy regulacyjne u
prokariontow, eukariontow i archeondw. Szczegdtowo zostata opisana budowa i rola biatka DnaA
E. coli jako odnosnika dla badaf nad odpowiadajacym mu biatkiem 71, pylori. Podane sa takze
istotne informacje o stanie wiedzy na temat regulacji replikacji DNA u H. pylori. W pracy
przydatby spis zastosowanych skrétow. Cel pracy zostat okreslony wraz z zaplanowanymi etapami
pracy. Dokfadnie opisane Materialy i Metody pozwalajg zapoznaé sic z szerokim zakresem
zastosowanych badan, a prezentowane tabele i schematy ulatwiajg zrozumienie tredci
prezentowanych w kolejnym rozdziale. Wyniki opisane sg w sposéb jasny i uporzadkowany, z
informatywnymi  tytutami  podrozdzialéw oraz schematami konstruktéw i ukladéw
eksperymentalnych. Zwraca uwage zastosowanie szeregu dobrze dobranych metod, jak i zakres
wiedzy i do$wiadczenia Doktorantki. Wnioski z przeprowadzonych badan zostaly poparte
wynikami réznorodnych doswiadczen, w tym klasycznych typu badania komplekséw DNA -biatko
przez analiz¢ opdZnienia migracji w zelu do precyzyjnych badan oddzialywan metoda rezonansu
plazmonowego. Zastosowano takze obrazowanie komplekséw DnaA-DNA przy uzyciu
mikroskopii elektronowej, we wspolpracy z Max Planck Institute w Berlinie. Podkresli¢ nalezy
umiejetnosei Doktorantki w zakresie konstrukcji plazmidéw i szczepéw, a przede wszystkim
oczyszczania biatek. W rozprawie, starannie przedstawione zostaty ryciny, aczkolwiek zabrakto
wyrazniejszych fotografii z analiz mikroskopowych. Szkoda, ze rozdziat Dyskusja nieco odbiega
od wysokiego poziomu prezentowanych rezultatéw pracy— stanowi on w sporej czesci
rekapitulacj¢ uzyskanych wynikow zamiast przedyskutowania najwazniejszych informacji w
kontekscie obecnego stanu wiedzy. Bytoby to bardzo istotne szczegélnie, iz H. pylori reprezentuje
bakterie, w ktorych mechanizmy dziatania biatka DnaA sa cze$ciowo odmienne od tych znanych
dla bakterii modelowych. Bibliografia cytuje stosownie dobrany wybor aktualnych prac w
tematyce regulacji replikacji DNA. Zwraca uwagg niejednolity zapis pozycji literaturowych (np.
w niektorych podane sg petne imiona, a w innych inicjaly autoréw). Zalaczniki podaja informacje

uzupelniajgce te juz zaprezentowane w rozprawie.



Praca napisana jest przejrzyscie i jasno, jednakze zwraca uwage kilka powtarzajacych si¢

blednych wyrazen — takich jak ,,zmutowane biatko”, Lwarianty biatka zmutowane w resztach

aminokwasow”. Sa to wyrazenia skrétowe i Zargonowe, a zarazem niepoprawne — mutacje mogag

pojawiaé si¢ jedynie w genach. Niepotrzebnie rowniez zastosowane zostato okreslenie ,»boksy”

zamiast odpowiadajgcemu mu ,kaseta”. Jednakze, w przewazajacej czesci, praca napisana jest

tadnym jezykiem, z dbatoscia o gramatyke i interpunkcie.

Chciatabym poprosi¢ Doktorantke o odpowiedz na uwagi i pytania dotyczacych rozprawy

i przedstawionych w niej wynikow:

l.

Czy, biorge pod uwage zakres podobiefistwa bialek DnaA u E. coli i H. pylori, mozna
— i warto — byloby zbada¢ mozliwo$¢ zastepowania sie tych biatek w swoich funkcjach?
Podczas oczyszczania biatka DnaA H. pylori zostaly zastosowane wysokie stezenia
glutaminianu potasu, w celu zapobiegniccia agregacji preparatu. Czy nadmiar
glutaminianu potasu moze zatem wplywac na obserwowane wyniki badan z uzyciem
oczyszczonych biatek?

W analizach mikroskopowych mierzona byla odleglos¢ miejsca wiazania DnaA od
konica liniowego DNA. Czy fragmenty DNA byly wyznakowane na okreslonym koficu,
by unikng¢ problemow z identyfikacjg miejsca?

Chciatabym zapyta¢ o zdanie Doktorantki na temat hipotetyczne; korelacji miedzy
trybem zycia i fizjologia H. pylori, a mechanizmem dzialania DnaA w inicjacji
replikacji

Pokazane zostaty réznice w aktywnosci biatka DnaA zwiazanego z ATP badz ADP,
takze dla biatek ze zmienionymi micjscami odpowiedzialnymi za wigzanie i hydrolize
ATP-na podstawie podobienstw sekwencji z DnaA E. coli. Czy nie bardziej celowe
byloby zbadanie aktywnosci DnaA jako ATPazy?

W doswiadczeniach opisanych w rozdziale 4.5.2 wskazano na hamujaca wzrost a nawet
letalng nadprodukcje form biatek DnaA ze zmieniong sekwencja aminokwasowg. Czy
mozna wykluczy¢, ze hamujgcy efekt nie byt powodowany tylko przez nadmiar w

komorcee biatka DnaA po indukeji, a nie przez obecno$¢ zmienionych bialek?



Whiosek koncowy

Podsumowujgc, przedstawiona do recenzji praca wnosi istotny wklad w poznanie
mechanizméw replikacji DNA w komorkach bakterii Helicobacter pylori. Zastosowane
roznorodne molekularne metody pozwolity na analizg funkcji domen biatka inicjatorowego DnaA,
poszerzajgc wiedzg¢ o dziataniu i budowie tego biatka, stanowiagc o wartosci tej pracy. Dlatego,
mogg stwierdzi¢, iz rozprawa spetnia wymogi okreslone dla prac doktorskich, opisane w Ustawie
z dnia 18.03.2011 o stopniach naukowych i tytutach naukowych. W zwigzku z tym wnioskuje do
Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we
Wroctawiu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty Nowaczyk-Cieszewskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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