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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Zabrockiej, pod tytulem ,,Motywy
strukturalne bialka TrfA niezb¢dne do tworzenia komplekséw z DNA!

Recenzowana praca doktorska zostala wykonana w Pracowni Biologii Molekularnej, na
Migdzyuczelnianym  Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego, pod opieka prof. dr
hab. Igora Koniecznego. Zespol prof. Koniecznego od wielu lat skupia si¢ na badaniach replikacji
plazmidow, dysponuje doskonalym warsztatem badawczym, a wyniki swoich badan publikuje w
czasopismach naukowych o najwyzszej randze, stanowi zatem doskonale srodowisko naukowe do
przeprowadzenia projektu badawczego opisujacego replikacyjne biatko plazmidowe. Celem pracy
byla analiza oddzialywan inicjatorowego bialka TrfA odpowiedzialnego za replikacje¢ plazmidu
RK2 z DNA. Plazmid RK2 jest ciekawym 1 istotnym obiektem badawczym ze wzgledu na szeroki
zakres gospodarzy obejmujacy migdzy innymi bakterie patogenne oraz z uwagi na zdolno$¢ do
przenoszenia genow opornosci antybiotyki. Zrozumienie mechanizmu replikacji plazmidu RK2 moze
wspomoc opracowanie strategii kontroli jego propagacji, a tym samym zahamowac rozprzestrzenianie
si¢ antybiotykoopornosci.

W pracy opisano zestaw analiz biochemicznych majacych na celu identyfikacje aminokwasow
w biatku TrfA bezposrednio zaangazowanych w oddzialywanie z DNA, a tym samym warunkujgcych
aktywnos¢ replikacyjng bialka. Doktorantka przygotowala szereg wariantow biatka z mutacjami
punktowymi (wymianami aminokwasow, ktoére jak wczesniej pokazano zaangazowane s3 W
oddzialywanie z DNA) oraz bialek skroconych, pozbawionych fragmentu N-koncowego lub
fragmentu C-konicowego. Do badania ich aktywnosci replikacyjnej i oddziatywania z DNA
Doktorantka wykorzystala szeroki zakres komplementarnych metod, obejmujgcy pomiary wigzania
DNA in vitro metodg SPR oraz metody detekcji wigzania bialek do DNA w komorkach E. coli, a
takze pomiary aktywnosci replikacyjnej in vitro. Przeprowadzone badania wskazalty na obecnos¢ w

biatku TrfA dodatkowej domeny wigzacej DNA (WH3), znajdujacej si¢ w N-koficowym fragmencie




biatka. Waznym celem badawczym byla proba identyfikacji aminokwaséw bezposrednio
zaangazowanych w oddzialywania z DNA (zaré6wno z fragmentem zawierajacych jedng sekwencje
iteronu, jak i piec¢ takich sekwencji). Bylo to bardzo ambitne zamierzenie i w tym celu Doktorantka
wykorzystata zlozona, wieloetapowg procedur¢ obejmujaca sieciowanie kompleksow biatko DNA,
trawienia DNA 1 fragmentacj¢ bialka, a nastepnie identyfikacje miejsc oddziatywania za pomoca
spektrometrii mas. Zastosowanie tej metody pozwolito na identyfikacje wczeéniej nieznanych miejsc
oddziatywan. Udziat nowo zidentyfikowanych aminokwaséw w wigzaniu DNA zostal potwierdzony
poprzez przygotowanie nowych wariantow biatka z mutacjami punktowymi i badanie ich
oddziatywan. Przeprowadzone badania pokazaly, ze jedna z dwodch zidentyfikowanych reszt
aminokwasowych (R347E) zaangazowana jest w oddzialywanie z jednoniciowym DNA, podczas gdy
druga (R327E) z dwuniciowym. To bardzo ciekawa obserwacja, ktéra znacznie poszerzyla stan
wiedzy na temat oddzialywan bialek TrfA z DNA. Przeprowadzone badania niewatpliwie pozwolily
Doktorantce na zrealizowanie celu badawczego. Za najwazniejsze osiggniecie recenzowanej pracy
mozna uzna¢ wykazanie oddzialywan pomiedzy domena WH3 i DNA oraz identyfikacja
wczesniej nie opisanych reszt aminokwasowych zaangazowanych w bezposrednie oddzialywania.
Identyfikacja domeny WH3 jest znaczacym doniesieniem, stanowi bowiem pierwsza wzmianke o
udziale trzeciej domeny wigzacej DNA w oddzialywaniu replikacyjnych bialek plazmidowych z
DNA.

W dalszej czesci recenzji skupi¢ si¢ na omowieniu samej rozprawy doktorskiej. Praca ma
uktad typowy dla prac eksperymentalnych. Rozdzial Wstep przedstawia aktualny stan wiedzy na temat
struktur biatek inicjujacych replikacje, budowy regionéw inicjacji replikacji oraz mechanizmow
inicjacji replikacji u bakterii, Archea i Eukariota. Zaletami tego rozdzialu jest szerokie spojrzenie na
podstawowy proces komorkowy w trzech domenach zycia oraz ujgcie wielu szczegdétowych informacji
na temat struktur opisywanych biatek. Lektur¢ tego rozdziatu ulatwiajg dobrze dobrane rysunki.
Dzigki temu Wstep stanowi ciekawe kompendium wiedzy na temat inicjacji replikacji, ktore z
pewnoscia moze by¢ przydatne jako material dydaktyczny lub wykorzystane jako material do
przygotowania pracy przegladowe;.

Cel pracy jest bardzo precyzyjnie i krotko sformutowany. Sformulowanie to jednak
pozostawia czytelnikowi watpliwosci dotyczace przestanek, ktore skionily Doktorantke do skupienia
sie na wariantach mutacyjnych biatka TrfA, zwlaszcza tych badanych juz wczesniej. Mozna si¢
domyslaé, ze Doktorantka postanowila zbada¢ wczesniej opisane warianty mutacyjne biatka za
pomocg nowych metod oraz poréowna¢ je z wariantami z podwojnymi mutacjami, jednak
doktadniejsze nakreslenie celu pracy na tle istniejacego stanu wiedzy byloby pomocne podczas lektury
Wynikow i poproszg Doktorantke o krotka wzmianke na ten temat podczas publicznej obrony.

Rozdzial Materialy i Metody nie budzi zastrzezen. Stanowi on dokladne zestawienie
stosowanych oligonukleootydéw, z16z chromatograficznych oraz buforow a takze innych

odczynnikow, oraz zawiera pelny poprawny opis metod badawczych.



Rozdziat Wyniki przedstawia uzyskane wyniki w sposob precyzyjny, czytelny i logiczny. Rysunki sg
przejrzyste i dobrze opisane. Bardzo przydatne sa schematy doswiadczen i tabelaryczne zastawienia
wynikéw, ktére w znacznym stopniu ulatwiaja lekture tego rozdzialu. Z obowiazku recenzenta
wspomne jednak takze brakach w rozdziale Wyniki. Jest to brak informacji o masach czasteczkowych
badanych biatek oraz o dlugosciach fragmentow DNA uzywanych w technice SPR i w metodzie
sieciowania z bialkiem (informacja ta bylaby przydatna pomimo podania sekwencji uzywanych
fragmentéw DNA w rozdziale Metody). Lektura rozdzialu Wyniki nasuneta mi takze kilka pytan, czy
, 0 ktorych wyjasnienie w czasie publicznej obrony

1. Co bylo przestanka do konstrukcji akurat takich mutantow podwojnych, jakie byty badane w
pracy?

2. Czy rzeczywiscie analiza aktywnosci replikacyjnej mutantow TrfA in vivo poprzez pomiar ich
wydajnosci transformacji komérek E. coli daje informacje o sile wigzania biatka z DNA?
Watpliwos$é ta pojawia sie, gdy wezmie si¢ pod uwage roznice w wydajnosci transformacji
plazmidem kontrolnym, ktore mieszcza si¢ w podobnym zakresie, jak roznice w transformacji
plazmidem, ktérego replikacja zalezy od TrfA.

3. Jak interpretowaé roznice w zaleznosci wydajnosci replikacji in vitro od stezenia biatka 1 jak
mozna wythumaczy¢ obserwacje, ze przy wyzszych stgzeniach biatka wydajnos¢ replikacji
spada? Dlaczego wydajna replikacja z uzyciem wariantow o wzmocnionym wigzaniu do DNA
(A171T i E361K) wymagata wyzszego stezenia biatka niz w przypadku uzycia biatka typu
dzikiego?

4. Czy planowane sg dalsze badania obejmujace mutacje reszt aminokwasowych w obrgbie

domeny WH3?

Praca zakonczona jest Dyskusja, ktora zawiera dojrzala i ciekawa interpretacje¢ uzyskanych
Wynikéw. Doktorantka umiejetnie i z duza swoboda omawia swoje Wyniki na tle istniejgcego stanu
wiedzy. W Dyskusji zaproponowano 3 modele przedstawiajace oddziatywanie biatka TrfA z
fragmentem DNA zawierajagcym 5 iteronéw, wedlug dwoch modeli wigzanych jest 6 czgsteczek
biatka, a w wedtug jednego 7. Na koniec chcialabym prosi¢ o zasugerowanie metody weryfikacji
poprawnosci proponowanych modeli i dyskusjg, czy mozliwe moglyby by alternatywne, rézne
sposoby wigzania.

Podsumowujgc formalng ocen¢ pracy stwierdzam, ze rozprawa napisana jest poprawnym
jezykiem naukowym. Nie dostrzezono niepoprawnych sformulowan czy zwrotow zargonowych, a
pojawiajace si¢ bledy interpunkcyjne nie wptywaja znaczaco na odbidr pracy. Praca jest tez starannie
przygotowana pod wzglgdem edytorskim (znalaztam tylko jedna literowke, bedaca jednoczesnie
mutacjg punktowa - w tytule podrozdziatu 6.7.1). Warto réwniez zwroci¢ uwage na bogatg (blisko
160 pozycji) i umiejgtnie dobrang literature.



Na zakoniczenie chciatabym podkresli¢, ze wysoko oceniam poziom naukowy pracy, bogaty
warsztat badawczy oraz przejrzysty opis uzyskanych wynikow. Doktorantka w pelni wykorzystata
mozliwosci badawcze, jakie dala jej realizacja pracy w zespole prof. Koniecznego i dokonata istotnych
obserwacji naukowych, do jakich nalezy identyfikacja nowej domeny wigzacej DNA w biatku TrfA. Z
pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji Rozprawa spelmia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku z tym przedstawiam Radzie Naukowej
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr Elzbiety Zabrockiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

W/mﬂf’"‘



