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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Malgorzaty Plachetki
»Mechanizm inicjacji replikacji chromosomu Streptomyces"

Powielanie materialu genetycznego nie przestaje by¢ fascynujacym przedmiotem
badan, mimo wiclu dotychczasowych odkry¢. Szezegdlnie replikacja DNA - organizmow
prokariotycznych stuzy jako model badawcezy dla zrozumienia skomplikowanych procesow z
nig zwigzanych i ja regulujacych. Poza typowymi przedstawicielami bakterii modelowych
Gram-ujemnych jak Escherichia coli ¢zy Gram-dodatnich jak Bacillus subtilis, gatunki o
bardziej ztozonych cyklach rozwojowych sa bardzo interesujacym obiektem badan. Do takich
organizmow naleza bakterie z rodzaju Streptomyces. Te Gram-dodatnie bakterie nalezace do
rzedu promieniowcow charakteryzuja si¢ kilkoma etapami rozwoju, podczas ktdrego tworzg
zroznicowana grzybnig oraz egzospory. W jednym ze stadiow rozwojowych tych
mikroorganizmow  wystgpuje postac arzybni  wegetatywnej zawierajacej wiele kopii
chromosomalnego DNA., replikujacego si¢ w sposob niezsynchronizowany. Dlatego tez
poznanie mechanizmow replikacji, a szczegolnie inicjacji tego procesu u Streptomyces jest
bardzo wazne dla zrozumienia skomplikowanych proceséw regulacyjnych zachodzacych w
tych bakteriach. Te problematyke podjela w swojej rozprawie doktorskiej Pani mgr Matgorzata
Plachetka. Przedstawiona do oceny rozprawa wykonana zostala w Zaktadzie Mikrobiologii
Molekularnej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod opiekg promotora
Pani prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej i promotora pomocniczego dr Marcina

Wolariskiego. Zesp6t Pani prof. Zakrzewskiej-Czerwinskiej od lat jest w swiatowej czotdwee
olanskiego. Ze ' 4



badaczy mechanizmdow replikacji DNA, dzigki czemu badania prowadzone przez Doktorantke

i przedstawione w rozprawie doktorskiej sg na bardzo wysokim poziomie naukowym.
Rozprawa doktorska ma postaé trzech wieloautorskich publikacji, dwoch oryginalnych

1 jednej przegladowej. We wszystkich Doktorantka jest pierwszym autorem (W pracy

przegladowej autorem rownorzednym). Publikacje eksperymentalne ukazaty sie w

renomowanych czasopismach migdzynarodowych o szerokim zasiggu: Microbiology Spectrum

1 Microbiology, zas Praca przegladowa w polskim czasopismie P

ostepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej. p

face w rozprawie zostaty poprzedzone streszczeniami w j¢zyku polskim i
angielskim oraz zwigztym omoéwieniem uzyskanych wynikow. Przedstawienic rozprawy
doktorskiej w postaci zbiory publikacji poswieconego jednej linii tematycznej jest zgodne z

wWymogami zawartymi w ustawie o tytule naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i

stopniach naukowych w zakresie sztuki. Stanowi ona, iz rozprawa doktorska moze stanowic¢
wyodrebniona czesé prac zbiorowych pod warunkiem wykazania odpowiedniego wktadu
kandydata w powstanie prac, zar6wno w czesci koncepeyjnej, Jak i uzyskania wynikow, ich
przedstawienia i dyskusji. Pozycja pierwszego autora we wszystkich publikacjach, jak i
oswiadczenia przedstawiajgce procentowy wklad poszczeg6lnych wspétautorow (oraz Authors
Contribution w publikacji w Microbiology Spectrum) nie pozostawiaja watpliwosci, iz udziat
Doktorantki w powstanie tych publikacji byt kluczowy. W zwigzku z tym moge stwierdzié, iz

wymog formalny wzgledem tej postaci rozprawy zostat spetniony.

Celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Plachetki bylo zbadanie
mechanizmoéw lezacych u podstaw regulacji inicjacji replikacji bakterii z rodzaju Streptomyces.
W pierwszej publikacji (Microbiology 2019) przedstawiona zostata szczegétowa analiza rejonu
rozpoczynajgcego replikacje DNA u Streptomyces czyli origin replikacji. Jest to interesujacy
model, gdyz dotychczas mimo identyfikacji mechanizmu inicjacji replikacji przez biatko DnaA
nie opisano jeszcze mechanizméw umozliwiajgcych  specyficzne rozplecenie DNA"\
rozpoczynajace proces tworzenia widelek replikacyjnych. W pracy zastosowane zostaty dwie
metody footprintingu — Z uzyciem DMS i DNazyl. Dzigki czemu mozna byto zidentyfikowaé
ré7me rodzaje interakeji migdzy DNA i biatkiem DnaA. Tymi metodami wyznaczono 14 kaset
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extension. Jednoczesnie, mapowanie punktu inicjacji replikacj

doswiadczenia typu primer it
pozwolito na potwierdzenie jednego 2

(RIP) in vivo przeprowadzone na modelu S. venezuelae

dwoch okreslonych in vitro miejsc funkcjonalnego rozplatania DNA. Obserwacje te sg cennym

A u Streptomyces. W drugiej publikacji

wkladem w poznanie mechanizmow replikacji DN
a AdpA w regulacji

(Microbiol. Spectr. 2021), glownym pytaniem badawczym byta rola biatk

replikacji i roznicowania Streptomyces. Modelem badawczym zastosowanym w tej pracy byt

przedstawiciel tego rodzaju, S. venezualae. Dotychczasowe badania na modelu S. coelicolor 1

S. griseus wskazywaly na rolg AdpA jako regulatora ekspresji genOw na poziomie transkrypcji,

szczegolnie tych zwigzanych ze zmianami morfologii bakterii i produkcjg metabolitow

wtornych. U S, venezuelae zaobserwowano, iz brak funkcjonalnego AdpA uposledzat

bni. Interesujaco, biatko AdpA jest w stanie

u z rejonem

roznicowanie sie bakterii w czasie rozwoju grzy
pozytywnie kontrolowa¢ ekspresj¢ swojego wlasnego genu, dzigki oddziatywani
promotorowym, co potwierdzono zaréwno in vivo jak in vitro. Komorkowy poziom tego biatka

zmienial sie takze w zaleznosci od fazy wzrostu bakterii. Jednakze nie zaobserwowano

wiazania AdpA do rejonu oriC, w przeciwiefistwie do sytuacji obecnej w S. coelicolor, gdzie
AdpA hamowalo inicjacje replikacji. Co ciekawe, u S venezuelae biatko AdpA jest niezbedne
do produkeji chloramfenikolu. Badania przedstawione w tej pracy sa waznym wkladem w
zrozumienie roli i dziatania plejotropowego biatka AdpA u Streptomyces. Trzecia z prac,
publikacja przegladowa (Postgpy Hig Med Dosw 2017), wpisuje sie¢ w caly kontekst badan
Doktorantki, przedstawiajac bardzo ciekawie stosowane obecnie metody badan oddziatywania
miedzy biatkami a DNA i znaczenia tych metod w poznawaniu struktury chromosomow
bakteryjnych. Jest to interesujace opracowanie, ktére moze stanowi¢ zardwno przydatny
material dla studentéw i doktorantow, jak i wstep metodologiczny do rozprawy (wiele z
opisanych metod zostalo zastosowane w pracach eksperymentalnych). Dlatego podkreslic
nalezy znaczenie i wartos¢ pracy przegladowej (szczegdlnie jedynie dwuautorskiej) w dorobku
Doktorantki. Moze nawet z pozytkiem dla rozprawy byloby umieszczenie tej pracy

przegladowej jako pierwszej, a nie ostatniej w zestawie publikacji.

Chcialabym poprosi¢ Doktorantke o odpowiedz na nastgpujace pytanie, jakie nasunety

sie mnie podczas recenzowania pracy:
e Wicle badan nad replikacja DNA zostato dotychczas wykonane na modelu S.
coelicolor. Jakie byly zatem powody wyboru modelu badawezego w postaci .

venezuelae i jakie ma on zalety w pordwnaniu z poprzednim modelem?
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e Jaki jest poziom konserwowania ewolucyjnego oraz funkcjonalnego genu |
biatka AdpA u bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich?

* Czy u Streptomyces odpowiedz Scista i jej alarmon ppGpp bierze udziat w
regulacji ekspresji genu dnad oraz w aktywacji transkrypcyjnej origin
replikacji?

[ ]

Jaka moze by¢ korzy$¢ ewolucyjna obecnogei wielu miejsc wigzania DnaA w

oriC’ Streptomyces i ¢zy ma to zwigzek z cyklem zyciowym tej bakterii?

W podsumowaniu, moge stwierdzi¢, iz prezentowana rozprawa stanowi spojny zestaw
badan o duzych walorach poznawezych. Oceniam bardzo wysoko zawarte w publikacjach
wyniki badan, szczegdlnie ze zostaly uzyskane z zastosowaniem szeregu metod zaro6wno

klasycznej mikrobiologii, jak i zaawansowanych biologii molekularnej. Ich opublikowanie

oczywiscie $wiadezy tez o uznaniy tych wynikow przez -jak wiemy- oceniajacych bardzo
krytycznie recenzentow ¢zasopism, ponadto wazne Jest takze to, ze w postaci publikacji wyniki

te zostaly juz przedstawione szerszemu gronu naukowcow.

We wniosku koncowym, stwierdzam, Ze rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty
Plachetki jest znaczacym osiggnieciem naukowym, wnoszacym istotne nowe informacje na
temat mechanizméw inicjacji replikacji DNA u organizméw prokariotycznych, szczegdlnie dla
mikroorganizmu o nietypowym cyklu rozwojowym, jakim Jest Streptomyces. Rozprawa
przedstawiona do recenzji stanowi zestaw oryginalnych badan naukowych, spetniajac
jednoczesnie wymogi formalne zawarte w art. 13 U stawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65
poz. 595 z pdzniejszymi zmianami), w zw. Z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z
pdzniejszymi zmianami). Dlatego tez zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowe;j
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty
Plachetki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie 7 uwagi na wysokie

walory naukowe pracy, wnosz¢ o wyroznienie jej stosowng nagroda.
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