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RECENZJA
pracy doktorskiej Pani mgr Moniki Maciag-Dorszynskiej

pt. ,Genetyczne podstawy wspoizaleznosci pomiedzy regulacja
replikacji DNA a centralnym metabolizmem wegla i alarmonami
stresowymi w komoérkach Escherichia coli”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze
Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem
Pani prof. dr hab. Agnieszki Szalewskiej-Patasz.

Rozprawa skiada sie ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz 5
artykutdow naukowych. Dotgczone sg rowniez oswiadczenia wspotautordw opisujgce
zakres ich prac w poszczegolnych publikacjach. taczny Wspétczynnik cytowalnosci
(ang. Impact factor ) przedstawionych prac wynosi ~11. Pani mgr Monika Maciag-

Dorszynska jest pierwszym autorem we wszystkich dotagczonych pracach.

Wszystkie artykuty naukowe stanowig jednolitg tematyke badawczg i dotyczag
nowatorskich badan prébujgcych poznaé zaleznosci pomiedzy centralnym
metabolizmem wegla, alarmonami stresowymi, a mechanizmami replikacji DNA w
komoérkach bakteryjnych. Poznanie takich zaleznosci pozwoli na dogtebniejsze
poznanie funkcjonowania komérki oraz rozszerzy nasza wiedze o wptywie proceséw

metabolicznych na stabilno$é materiatu genetycznego.

Pierwsza z prezentowanych prac opublikowana w Microbial Cell Factories w
2011 opisuje badania analogiczne do przeprowadzonych wczesniej w komérkach
Bacillus subtilis. Celem pracy byto zbadanie czy opisana wczes$niej w komérkach
bakterii Gram dodatnich zalezno$¢ pomiedzy specyficznymi reakcjami
metabolicznymi a procesem replikacji DNA jest zjawiskiem powszechnym, czy

dotyczy réwniez bakterii Gram ujemnych, na przyktadzie modelowym Escherichia



coli. W tym celu do szczepdw niosgcych mutacje w genach zwigzanych Zzirhicjach
czy elongacjg procesu replikacji wprowadzono mutacje w genach waznych dla
szlakoéw glikolizy, glukoneogenezy, szlaku pentozofosforanowego, cyklu Krebsa czy
szlaku pirogronianu. Skonstruowano imponujaca liste szczepow niosgcych
pojedyncze i podwojne mutacje. Mutacje w genach zwigzanych z procesem replikacji
nadawaty komérkom fenotyp temperaturo-wrazliwosci. Sprawdzano, ktéra z mutaciji
(delecji) w genach centralnego metabolizmu wegla iunosi temperaturo-wrazliwos¢
badanych szczepow. Wykazano, ze zaréwno na etapie inicjaciji, jak i elongacii
inaktywacja pewnych genéw kodujacych produkty zwigzane z metabolizmem wegla
powoduije zniesienie efektu temperaturo-wrazliwosci. Wyniki te, podobnie jak w
bakteriach Bacillus subtilis potwierdzity powigzanie pomiedzy procesem replikacji a
centralnym metabolizmem wegla. W pracy tej Pani mgr Monika Maciag-Dorszyriska
konstruowata szczepy bakteryjne, optymalizowata metode badania supresji
temperaturo-wrazliwo$ci. Brata udziat w wykonaniu cze$ci eksperymentéw analizy
supresji. Doktorantka wykonata pomiary czasu generacji poszczegolnych szczepow
bakteryjnych. Uczestniczyta w konstrukcji plazmidéw niosacych poszczegdine geny
zwigzane z metabolizmem wegla. Ponadto brata udziat w dyskusji wynikow i

wspotredagowaniu manuskryptu.

W nastepnej pracy, opublikowanej w Mutation Research w 2012 roku autorzy
postanowili sprawdzi¢ czy prawidtowe funkcjonowanie centralnego metabolizmu
wegla ma wptyw na wierno$¢ procesu replikacji DNA w komérkach E. coli. W tym
celu uzyto dwa szczepy, niosgce rozne mutacje (dn§X36 oraz dnaQ49) w genach
zwigzanych z kontrolg wiernosci replikacji DNA. Obecnos¢ tych mutacji w komérce
powodowata fenotyp mutatorowy. Autorzy wykazali, ze fenotyp ten jest suprymowany
poprzez wprowadzenie delecji az 13 gendéw zwigzanych z centralnym metabolizmem
wegla. Wktad Pani mgr Moniki Macigg-Dorszynskiej w powstanie tej pracy polegat na
konstrukgiji licznych szczepéw bakteryjnych, wspoétwykonaniu doswiadczen
zwigzanych z pomiarami czestosci mutagenezy w szczepach kontrolnych oraz w
szczepach niosgcych dwa zmutowane geny, geny zwigzane z replikacja i z
centralnym metabolizmem wegla. Pani mgr Monika Maciag-Dorszynska brata udziat

w dyskusji wynikéw i pisaniu manuskryptu.



W pracy opublikowanej w 2012 w Gene, kontynuowano podjetg tefﬁatyke i
sprawdzono czy mutacje w genach zwigzanych z centralnym metabolizmem wegla
suprymujg inny fenotyp mutantéw replikacyjnych — filamentacje. Podobnie jak w we
wczesniejszej pracy zaobserwowano supresje filamentacji i wykazano, ze istnieje
zaleznos$¢ pomiedzy fenotypem filamentaciji, a prawidtowym przebiegiem centralnego
metabolizmu wegla. W pracy tej Pani mgr Monika Maciag-Dorszyriska wykonywata
analizy mikroskopowe umozliwiajgce pomiar dtugosci komorki bakteryjnej w
poszczegdlnych szczepach. Przeprowadzita analize statystyczna otrzymanych
wynikéw, brata udziat w analizie i opracowaniu wynikéw dla potrzeb manuskryptu.

W kolejnej pracy opublikowanej w 2012 roku w Plazmid Doktorantka badata,
jakie moze by¢ powigzanie alarmonéw odpowiedzi Scistej, odpowiedzi bakterii na
stres zwigzany z brakiem odpowiednich sktadnikow pokarmowych, z prawidtowym
przebiegiem procesu replikacji. Analizujgc pomiary kinetyki syntezy starteréw
replikaciji in vitro wykazano, ze obecno$¢ czterofosféranu guanozyny (ppGpp) obniza
wydajnos¢ syntezy starteréw niezbednych do replikacji. Wktad Pani mgr Moniki
Macigg-Dorszynskiej w powstanie tej pracy polegat na oczyszczeniu biatek DnaB i
DnaG, ocenie wydajnosci syntezy primerdw przez primaze in vitro. Doktorantka brata
udziat rowniez w dyskusji wynikow i wspétredagowata manuskrypt pracy naukowej.

Pigta praca opublikowana w FEBS Open BIO opisuje wyniki inhibicji replikac;ji
DNA in vitro w obecnosci ppGpp. Prowadzone badania miaty réwniez na celu
sprawdzenie czy obserwowana wcze$niej w obecnosci ppGpp, inhibicja replikaciji
DNA i syntezy primerdw przez primaze in vitro znajdzie potwierdzenie w hamowaniu
syntezy in vivo w komérkach E. coli w warunkach Scistej kontroli, gdy
wewnagtrzkomoérkowe stezenie ppGpp wzrasta. Otrzg}mane wyniki wykazaty brak
korelacji pomiedzy wynikami in vivo i in vitro. Autorzy postuluja, ze dziatanie ppGpp
na primaze in vivo nie jest tak bezposrednie jak w uktadzie in vitro i ze efekt ppGpp
moze by¢ maskowany przez inne czynniki. Ponadto proponuja, ze istnieje
kompetycja pomiedzy dziataniem ppGpp na primaze i polimeraze RNA. Duza ilo$¢
czasteczek Pol RNA moze wysyca¢ ppGpp obecne W komérkach. Innym czynnikiem
réznicujgcym doswiadczenia in vivo i in vitro moze by¢ stezenie ppGpp. Pani mgr
Monika Macigg-Dorszyrfiska w powyzszej publikacji wykonywata badania replikacji in



vitro i in vivo, brata udziat w przedyskutowywaniu wynikow i wspé{redagowah'iu

manuskryptu.

Podczas obrony pracy doktorskiej chciatabym poprosi¢ doktorantke o
przedyskutowanie kilku zagadnien.

1. Czy istnieje korelacja pomigdzy uzytymi mutantami replikacyjnymi i
mutantami zwigzanymi z centralnym metabolizmem 'we;gla, a réznymi badanymi

fenotypami ?

2. Czy w ocenie Doktorantki zmiany poziomu mutagenezy spontanicznej w
szczepach z zaburzong wiernoscig replikacji DNA, spowodowane delecjami
poszczegblinych gendw centralnego metabolizmu wegla moga wynikac ze zmian w
aktywnosci poreplikacyjnego systemu reperacji btednie sparowanych zasad, ktory
jest bardzo waznym etapem korekcji btedéw replikacyjnych? Czy pomiary poziomu
mutagenezy byly tez prowadzone w szczepach z nieaktywnym systemem naprawy
btednie sparowanych zasad? Czy wedtug Doktorantki obserwowana jest korelacja
pomiedzy pomiarami mutagenezy otrzymanymi dla dwoch genéw markerowych
(rpoB i gyrB) w poszczegdlnych szczepach uzytych w publikacji?

3. W kazdej z prezentowanych prac proponowano pewne mechanizmy
tlumaczace powigzania pomiedzy centralnym mechanizmem wegla, alarmonami
stresowymi a replikacjg DNA. Prositabym o podsumowanie powigzan pomigdzy tymi
procesami, na podstawie wynikéw Doktorantki oraz ha podstawie innych wynikéw
sugerujgcych takie powigzania w réznych badanych organizmach tj. np. bakterie,

bakteriofagi czy u ludzi.

Podsumowujgc recenzent stwierdza, ze prezentowane w pracy doktorskiej
wyniki i ich interpretacja sg wystarczajgcym materiatem dla uzyskania stopnia
doktora nauk przyrodniczych. O$wiadczenia autoréw pokazaty, ze wkiad Pani mgr
Moniki Macigg-Dorszynskiej w powstanie 5 prac przedstawionych w rozprawie
doktorskiej byt wiodgcy i znaczacy. Dodatkowym argumentem jest fakt, iz
doktorantka jest pierwszym autorem w tych publikacjach.

W mojej ocenie Pani mgr Monika Maciqg-Dorszyﬁska uzyskata bardzo

ciekawe wyniki o interesujacej wartosci naukowej. Otrzymane wyniki z pewnoscig s3



doskonatym materiatem wyjsciowym dla dalszych badan powigzan :{':'entralnego
metabolizmu wegla i replikacji DNA nie tylko w komorkach bakteryjnych, ale réwniez
w innych organizmach. Przy jej realizacji Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig
wytyczania waznych celéw badawczych i umiejetnoscia ich konsekwentnej realizacji.
Trzeba podkreslié, ze otrzymane wyniki zostaty opublikowane w kilku pracach, w
renomowanych czasopismach naukowych. Warto wspomnie¢, ze Pani Monika
Maciag-Dorszynska jest rowniez wspotautorem pracy przegladowej opublikowanej w
2013 roku Microbial Cell Factories. Praca ta nie zostata wigczona do rozprawy
doktorskiej, ale dotyczy réwniez roli centralnego metabolizmu wegla w kontroli
replikacji DNA.

Uwazam, Ze opisany udziat Pani mgr Moniki Macigg-Dorszynskiej w powstanie
pieciu prac naukowych zaprezentowanych do recenzji upowaznia mnie do
stwierdzenia, ze rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Macigg-Dorszyriskiej spetnia
wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie przez
autora zagadnienia naukowego, wykazuje jego ogodlng wiedze teoretyczng w
dyscyplinie naukowej i umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W
zwiazku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Maciag-Dorszyriskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Chciatabym rowniez prosi¢ Rade Naukowg Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o wyrdznienie tej pracy. Uwazam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, sktadajgca sie z pieciu prac
naukowych, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem, prezentuje ogrom
wykonanej pracy, jest interesujgca rozprawg pod wzgledem badawczym i w petni

zastuguje na wyrdznienie.
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