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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Wawrzyckiej
zatytutowana
,Mechanizm wiazania polimerazy 1l Escherichia coli z origin plazmidu RK2"

Rozprawa mgr Aleksandry Wawrzyckiej dotyczy fundamentalnego procesu umozliwiajgcego
powstanie i egzystencje wszelkich organizméw zywych - powielania informacji genetycznej, ktéra ma
zosta¢ przekazana do komérek potomnych. Aby mozliwe byto powstanie organizméw zywych w
odleglej przesziosci musiato doj$¢ do wytworzenia mechanizmu umozliwiajgcego przekazywanie
informacji kolejnym generacjom. Jak ten proces odbywat sie u zarania Zycia na Ziemi trudno
powiedzieé, natomiast jest pewne, Ze od bardzo dawna wigze sig z zalezng od czasteczki macierzystej
synteza kwaséw nukleinowych. Proces powielania no$nikéw informacji genetycznej, kwaséw
nukleinowych, bez watpienia byl, i zapewne jest, udoskonalany przez organizmy zywe w toku
ewolucji. Podstawy tego procesu poznali$my, w ludzkiej skali czasu, juz do$¢ dawno, to znaczy w roku
1956 Artur Kornberg izoluje enzym zdolny do polimeryzacji DNA a dwa lata pézniej, Meselson i Stahl
dostarczajg dowodéw do$wiadczalnych na semikonserwatywno$¢ tego procesu.

Dzi§, 61 pdZniej, pomimo spektakularnego rozwoju biologii molekularnej catos¢ procesu
powielania materiatu genetycznego ciggle nie jest w pelni poznana. Najlepszym tego dowodem jest
lektura przedstawionej rozprawy doktorskiej Pani magister Aleksandry Wawrzyckiej, ktéra dostarcza
nowych informacji dotyczacych szczegélowych informacji na temat funkcji niektérych biatek
zaangazowanych w replikacje pochodnych plazmidu RK2. Przedstawione w rozprawie dane s3
oryginalne i z cata pewno$cig zastuguja na miano odkrycia naukowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest oryginalnym opracowaniem o objetosci 121
stron maszynopisu. Zostata ona podzielona w spos6b typowy na spis tresci, streszczenie, wstep, cel
pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusje oraz bibliografie. W pracy znajduje sie rowniez indeks
skrotéw, ktéry nie zostat ujety w spisie tresci. Przy tej czesci rozprawy chciatbym sie na chwilke
zatrzymac.

Prowadzenie badan =z =zakresu biologii molekularnej, wymaga stosowania wielu
skomplikowanych odczynnikéw posiadajacych diugie i nieporgczne nazwy. W zwigzku z tym ilo$¢
stosowanych skrétéw jest bardzo duza. Decyzja o umieszczeniu w rozprawie spisu jest uktonem w
strone czytelnika, ale réwniez rozwigzaniem ryzykownym. Ryzyko jest zwigzane z koniecznoscig
bardzo wnikliwej analizy tworzonej pracy i ,wytapania” wszystkich skrotéw w niej pojawiajacych sie.
Spis zamieszczony przez Panig mgr Wawrzycka, niestety jest niekompletny i nieco niekonsekwentny.
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Znajdujemy w nim np. ATP, ale juz nie ADP, podobnie jest PMSF i SDS ale brakuje rozwinigcia skrotow
KPi, TEMED czy HEPES. Brakuje, na przyktad, skrétu DUE, ktéry jest tylko wyjasniony w tekscie. Nie
wiem czy nie ,bezpieczniejszym” rozwigzaniem byta by rezygnacja z tego elementu rozprawy.

Streszczenie
Jest to trudny element, poniewaz w dostownie kilkunastu zdaniach trzeba zawrzec kilka lat pracy.
Doktorantka wychodzi z tarcza z tej proby, a streszczenie jest rzeczywiscie krétkie i informatywne.

Wstep

Ta cze$¢ dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienie tworzenia kompleksu enzymatycznego
zdolnego do replikacji DNA plazmidéw wyposazonych w oriV pochodzace z plazmidu RK2. Autorka w
przejrzysty sposéb przedstawia obecny stan wiedzy oraz kwestie, ktére wymagaja wyjasnienia. Mimo
starannej redakcji Pani Wawrzycka nie ustrzegla sie kilku bledéw logiczno-semantycznych. W
rozdziale 2.1.2 opisany jest kompleks polimerazy DNA III z E. coli. W zamieszczonym opisie
znajdujemy stwierdzenie ,...jest ciggla synteza DNA jednej z matryc i przerywana drugiej. Ni¢
matrycowa, ktérej powielanie odbywa sie w sposéb ciagly.....” (str. 13), ktére nie jest zgodne z
prawda. Podczas replikacji DNA nie zachodzi synteza zadnej z nici matrycowych, a tylko na ich
podstawie sa syntetyzowane komplementarne nici potomne.

W tym samy rozdziale autorka opisuje produkty genu dnaX bedace sktadnikami holoenzymu polimezy
[1I DNA noszacymi nazwy 1 i y. Jest to bardzo ciekawy gen bakteryjny, ktéry niejako ,z zatozenia” daje
dwa rézne produkty biatkowe. Jednak stwierdzenie doktorantki, ze odbywa sie to dzigki obecnosci
alternatywnego kodonu ,start” translacji jest btedne (str. 14). Prositbym o sprawdzenie i wyjasnienie
jak to sie odbywa rzeczywiscie.

Rycina 3, przedstawiajgca poréwnanie sekwencji aminokwasowej biatek oddziatywujacych z
pierécieniem B jest nieczytelna, prawdopodobnie z powodu ,rozszczepienia si¢” koloréw podczas
druku.

Pod koniec rozdziatu 2.2.2. (str. 31) znajduje sie zdanie ,Interesujace wydaja sie obserwacje dotyczace
tworzenia przez domene WH1 biatka RepA plazmidu pPS10 struktur amyloidu, podobnie jak w
przypadku biatek PrP....". Przyznam sie, Ze bardzo mnie ciekawi, dlaczego autorka uznata, ze ten fakt
jest interesujgcy. Poprositbym o kilka stéw rozwinigcia.

Na kolejnej stronie (str. 32) czytamy ,W komérkach E. coli biatko TrfA jest wystarczajgce aby
zainicjowaé otwarcie DNA w rejonie oriV, co pokazano w doswiadczeniach z KMnO,.” Przyznam sig, ze
jest do do$¢ zaskakujaca informacja, ze dzigki zastosowaniu nadmanganian potasu udato sie uzyska¢
dane potwierdzajace otwarcie DNA w rejonie oriV. Poprositbym o rozwinigcie tego skrétu my$lowego i
skomentowanie czy naprawde KMnOjs jest nie do zastgpienia w do$wiadczeniach, ktérych natury si¢
domyslam.

Cel pracy
Jest on sformutowany, krétko i jasno. Nie mam uwag.

Materiaty
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Bardzo istotny rozdziat dla ewentualnego powtérzenia lub skopiowania metodyki przeprowadzonych
doéwiadczen. Zredagowany starannie jednak nie bez btednie. Moja uwage zwrdcity dwa bufory o
réznym sktadzie i zastosowaniu (str. 36) ale o tej samej nazwie ,TE". Wprowadza to element
niepewnosci, ktéry konkretnie bufor stosowano w opisanych w dalszej cze$ci doSwiadczeniach.
Opisujac sktad dwéch chyba najczesciej stosowanych pozywek dla E. coli - LA i LB autorka podaje, Ze
zawieraty one 1% NaCl. Jednak po ,rzuceniu okiem” do ,Molecular Cloning” wyd. 4 upewnitem sig, Ze
standardowe stezenie chlorku sodu jest inne niz wskazano. Pytanie: czy stosowano zmodyfikowana
pozywke LA 1 LB?

Na przystowiowa ,zlota czcionke” zastuguja steZenia koncowe stosowanych w pozywkach
antybiotyk6éw wynoszgce...... 50 a nawet 100g na mililitr (str. 38).

Metody

Rozdziat réwnie wazny jak materialy, z tych samych powodéw jak opisano powyzej. Napisany
starannie, co musi byé podkreélone, aby w tym kontekscie spojrze¢ na wymienione ponizej bledy i
nieécistosci.

W opisie pierwszej metody w ktérej wykorzystano wirowanie w gradiencie gestosci chlorku cezu,
rzuca sie w oczy jego wzér sumaryczny CsClo. Moje pytanie bedzie takie: prosze wyjasni¢, dlaczego
taka s6l nie moze powstac.

W opisie metody 5.18, podrozdziale ,0ddzialywania pomiedzy biatkami” znajdujemy stwierdzenie
,...polegaja na tworzeniu kowalencyjnych oddziatywan pomiedzy grupami...”. Z cato$ci opisu wynika,
ze chodzi o tzw. sprzeganie aminowe, a wiec tworzenie wiazan kowalencyjnych a nie oddziatywan.

Wyniki

Ten rozdzial stanowi najciekawsza cze$¢ rozprawy, poniewaz Pani mgr Wawrzycka prowadzi
czytelnika krok po kroku $ladem swoich eksperymentéw oraz ich interpretacji i prezentuje nowe
informacje dotyczace oddzialywan miedzy biatkami uczestniczacymi w formowaniu kompleksu
enzymatycznego niezbednego do replikacji DNA plazmidéw posiadajacych oriV. Poszczegdlne
eksperymenty sg klarownie opisane z stosownymi odwotaniami do rozdziatéw Materiaty lub Metody.
Uzyskiwane wyniki sa prezentowane w formie rycin i tabel co pozwala na ich samodzielng ocene.
Pytanie, ktére ciénie sie na usta, dotyczy podrozdziatu 6.3, w ktérym opisano analiz¢ wariantéw biatka
TrfA metoda dichroizmu kotowego. W rozdziale metody (str. 50, 5.14) widnieje stwierdzenie:
,Przeprowadzenie pomiaréw metoda dichroizmu kotowego zlecono Zespotowi Pracowni Fizyko-
Chemicznych Wydziatu Chemii UG” a w opisie do§wiadczenia na str. 63 czytamy ,Analize struktury
drugorzedowej uzyskanych preparatéw wykonatam metoda dichroizmu kolowego”. Prosze o
wyjaénienie co zostato wykonane w Pracowni Fizko-Chemicznej a co wykonata autorka.

Na stronie 75 sa zaprezentowane sensogramy pokazujace oddzialywanie wariantéw biatka TrfA z
DNA. Czy prawie dwukrotny wzrost sygnatu SPR obserwowany gdy analizowano biatko TrfA ALF w
stosunku do TrfA typu dzikiego mozna interpretowaé jako wzrost jego powinowactwa do DNA? Jaka
inna interpretacja przedstawionych na rycinie 17 wynikéw jest mozliwa?

Rezultaty przeprowadzonych do$wiadczen pokazuja, ze oddziatywanie biatka TrfA z pierscieniem 3
prowadzi do utworzenia funkcjonalnego kompleksu replikacyjnego tylko w odniesieniu do super
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zwiniete] matrycy. Mozna stad wywnioskowa¢, ze prawidlowe formowanie sig kompleksu
replikacyjnego bedzie zachodzilo tylko w pewnym zakresie warto$ci gestosci superhelikalnej DNA
plazmidowego. Czy byly przeprowadzane proby wyznaczenia gestosci superhelikalne; stosowanych
matryc? Kontynuujac ta mysl, czy oba kierunki super-skrecenia (negatywny i pozytywny) mogty by
mie¢ podobny wplyw na formowanie sie kompleksu replikacyjnego w analizowanym uktadzie?

Dyskusja

W ostatnim rozdziale ,tekstowym” Pani mgr Aleksandra Wawrzycka konfrontuje otrzymane przez
siebie wyniki z dostepnymi danymi literaturowymi. Ponownie mamy okazje przej$¢ cala $ciezke
doéwiadczen i ich interpretacji zaprezentowana w poprzednim rozdziale i pozna¢ znaczenie
uzyskanych wynikéw w szerszym kontekscie wykraczajacym po za pochodne plazmidu RK2. Autorka,
nie tylko komentuje uzyskane przez siebie nowe wiadomosci o wzajemnych zalezno$ciach pomiedzy
komponentami aparatu replikacyjnego ale réwniez wskazuje na braki w istniejacym stanie wiedzy i
kierunki dalszych prac niezbednych w celu poznania wszystkich szczegétéw formowania sie de novo
kompleksu replikacyjnego oraz jego skutkéw w postaci odpowiedniego ukierunkowania widetek
replikacyjnych. Rozdzial ten jest napisany przejrzyscie z pewng powsciagliwoscia, ktéra zawsze
powinna charakteryzowaé¢ badacza, poniewaz on najlepiej, pomimo catej swojej wiedzy zdaje sobie
sprawe z ilosci nie wyjasnionych elementéw zachodzacych w analizowanym procesie. W tym rozdziale
chciatbym tylko prosi¢ o komentarz do zdania (str. 104) ,,...,, Ze primaza jest zdolna do syntezy startera
z uzyciem deoksyrybonukleotydéw lub ATP.”. Takie sformutowanie nie jest jasne. Z jakich
trojfosfonukleotydéw primaza faktycznie syntetyzuje primer, a jaka role w tym procesie petni lub
moze petni¢ ATP.

Bibliografia

Spis cytowanej literatury zajmuje az 10 stron tekstu, co wskazuje na duze oczytanie w literaturze
przedmiotu. Autorka we wcze$niejszych rozdziatach odwotuje sie¢ nawet do artykutéw dopiero
przyjetych do druku co wskazuje na bardzo uwazne $ledzenie postgpu prac w swojej dziedzinie. Moja
uwaga krytyczna do spisu literatury dotyczy nie zachowania konwencji pisania nazw gatunkowych
kursywa. We wszystkich cytowanych pracach (z wyjatkiem rozprawy doktorskiej Stawomira Kubika,
str. 116) wystepujgce w tytutach nazwy gatunkowe bakterii sa pisane ,prostg” czcionka. Nie jest to
wielki biad, lecz nie widze powodu aby i§¢ pod prad ogélnym zasadom.

Ogdblne uwagi edytorskie

Praca jest napisana starannie, poprawnym i zrozumiatym jezykiem polskim. Terminologia jest
stosowana prawidtowo. Tekst zawiera niewielkg ilo$¢ btedéw pisarskich. Z obowigzku recenzenta
wypada mi powiedzieé, ze kilka typowych btedéw zakradio si¢ jednak do pracy. Sg to: stosowanie
kropki jako dzielnika dziesietnego, nie jednolite opisy warunkéw wirowania (obr/min, rpm, czasem
podany typ rotora). Autorka tez z rzadka stosuje zargon laboratoryjny lub skroty myslowe typu: gen
biatka, zmutowana ni¢ DNA, delecja leucyny czy catkowite zaburzenie.
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Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska zawiera oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego jakim byla analiza oddzialywania biatka TrfA z pierScieniem P polimerazy III DNA z
Escherichia coli. Przedstawione wyniki s3 nowoécia i majg stosunkowo duze znaczenie ogélno-
biologiczne, poniewaz pozwalajg na wyjasnienie przyczyn ktdre determinujg kierunek replikacji w
przypadku procesu zachodzacego tylko w jedna strone (preferencyjne wigzanie sie inicjatorowego
biatka TrfA do jednej nici oriV). Uzyskane wyniki moga by¢ z powodzeniem przeniesione z pewnymi
modyfikacji na inne replikony pozwalajgc na ich dokladniejsze poznanie. O randze uzyskanych
wynikéw $wiadczy ich opublikowanie w jednym z czotowych czasopism naukowych z dziedziny
(PNAS), gdzie Pani magister Wawrzycka jest pierwszym autorem.

W zwigzku z powyzszym moge z calg pewnoscig stwierdzi¢, Ze przedstawiona mi do oceny
praca doktorska spetnia wymogi pracy doktorskiej okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2013
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuk (Dz.U. nr 65, poz.
595, Dz.U nr 164 poz. 1365, Dz.U nr 84 poz. 455 z pdZniejszymi zmianami). Dlatego tez wnosze do
Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed do dopuszczenie Pani magister
Aleksandry Wawrzyckiej do dalszych czesci przewodu doktorskiego. Réwnocze$nie, majgc na uwadze
duze znaczenie uzyskanych wynikéw dla rozwoju biologii molekularnej wnosze do Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o wyréznienie pracy stosowna nagroda.
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