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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Katarzyny Koztowskiej

pt.: ,,Strategie regulacji formowania makromolekularnych komplekséw
inicjujacych proces replikacji fagéw niosacych geny toksyn Shiga”

Powielanie materialu genetycznego musi byé SciSle skoordynowane z cyklem
zyciowym danego organizmu i najczesciej regulowane jest na poziomie inicjacji tego procesu.
Replikacja DNA rozpoczyna si¢ od utworzenia funkcjonalnego nukleoproteinowego kompleksu,
a jego podstawowe skfadowe, region inicjacji replikacji (origin) oraz biatko (biatka) swoiscie
wigzace ten region, podlegaja Scistej kontroli. Celem recenzowanego doktoratu byfo poznanie
mechanizmu tworzenia nukleoproteinowego kompleksu inicjujgcego replikacje DNA
lambdoidalnych fagéw niosgcych geny toksyn Shiga. Wielkos¢ genomu faga A (50 kpz) jest
mata i dlatego stal si¢ on dogodnym modelem do badania procesu replikacji DNA w czasach,
kiedy jeszcze nie mozliwe byto sekwencjonowanie dtuzszych fragmentéw DNA. Dzigki
badaniom nad replikacjag DNA faga A potwierdzono po raz pierwszy hipoteze replikonu (Jacob i
wsp.,1964), wedtug ktdrej proces replikacji rozpoczyna si¢ okreslonym miejscu (origin), a
utworzone widetki replikacyjne podazaja w przeciwnych kierunkach. Pomimo, Ze replikacja
DNA lambdoidalnych fagéw badana jest od prawie 40 lat stosunkowo niewiele wiadomo na
temat architektury nukleoproteinowego kompleksu inicjujacego ten proces zwtaszcza u fagéw
niosgcych geny toksyn Shiga. A zatem podjecie badai w ramach recenzowanego doktoratu byto
w pelni uzasadnione. Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze zespét kierowany prof. hab. dra

Grzegorza Wegrzyna ma duzy wktad w badania nad mechanizmem procesu replikacji faga A.

Oceniana rozprawa doktorska ma typowy ukfad przyjety dla tego typu opracowan.
We ,,Wstepie”, liczacym niecate 8 stron, Doktorantka do$¢ powierzchownie przedstawifa
zagadnienia dotyczace replikacji DNA bakteriofagéw A, nie zamieszczajgc zadnych schematéw

ilustrujgcych przyktadowo mechanizm inicjacji replikacji DNA faga A. Przedstawiono jedynie



zestawienie sekwencji nukleotydowych fragmentéw genoméw zaangazowanych w inicjacje
replikacji DNA. We ,,Wstepie” Doktorantka powinna po$wieci¢ nieco wigcej miejsca biatku
O, ktdre jest przedmiotem recenzowanego doktoratu, opisujac migdzy innymi jego domenowa
strukture. Pozwolitoby to lepiej zrozumieé jakie znacznie (o ile w ogéle jakie§) moga miec
zmiany reszt aminokwasowych w biatku O fagéw P27 i P933W. Wstgp powinien zawiera¢
niezbedne informacje, dzigki ktérym z fatwoscig mozna §ledzi¢ dalsze rozdziaty doktoratu.
Ponadto, we ,Wstgpie” znalaztam kilka niefortunnych sformutowan, przyktadowo:
,» Wiekszo§¢ szczepéw E. coli wystgpuje w formie komensali”, ,,...wiruséw, ktdre szybko
replikuja swoje genomy...”, czy tez traktowanie fagéw jako organizméw (str. 17). Ponadto, w

legendzie do ryc. 1 jest biad (kolor iteronéw).

,,Cel pracy” wystarczytoby zakoficzy¢ na pierwszym zdaniu, ktére w sposéb krétki i jasny
wyjasnia jaki mechanizm chciata zbadaé Doktorantka. Zmieszczenie w ,,Celu pracy”
czastkowych stricte technicznych celéw (np., zaprojektowanie matryc DNA) nie powinno mie¢

miejsca w doktoracie.

Rozdziat ,,Metody” jest miejscami zbyt lakonicznie napisany i na jego podstawie trudno
bytoby powtdrzy¢ niektore z metod, np., testy FRET. Ponadto w tabelach przedstawiajacych
warunki roznych reakcji podano tylko objgtoscei poszezegdlnych reagentéw, bez podawania
ich stezen! Natomiast w wykazie stosowanych skrotow pojawil si¢ klasyczny blad, a

mianowicie umieszezanie wzoréw sumarycznych zwigzkéw (CaCl,, NaCl, MnCl,, MgCL).

Rozdziat ,,Wyniki” rozpoczyna si¢ do§¢ nietypowo. W rozdziale tym nie ma bowiem
zadnego wprowadzenia, a jego poczatek stanowi techniczny podrozdziat zatytulowany
,Uzyskane konstrukty plazmidowe”. W podrozdziale tym Doktorantka prezentuje na 8 stronach
schematy uzyskanych plazmidéw . Stanowi to swoisty wypetniacz tego podrozdziatu. Tego typu
informacje powinny znalezé si¢ w Zataczniku na koficu rozprawy doktorskiej. Ponadto mapy
restrykcyjne 6 plazmidéw w zasadzie niczym nie rdéznig si¢ miedzy soba (oprdcz symbolu
iteronu). Dalsza cze$é ,,Wynik6w” poswiecona jest izolacji i oczyszczaniu trzech biatek AO,

P27 and 933W, wstepnej weryfikacji ich aktywnosci oraz zdolnoSci tych biatek do tworzenia



oligomeréw. Ta czg$¢ doktoratu zostata zawarta w pracy pt. ,,Purified Stx and A phage initiator
O proteins bind specifically to two different origins of replication in vitro” opublikowanej w
specjalistycznym czasopi§mie Protein Expression and Purification (2017 Mar;131:16-26. doi:
10.1016/j.pep.2016.11.002), w ktérej Doktorantka jest pierwszym autorem. A zatem wyniki
zawarte w tej czeSci doktoratu (dotyczy to 9 rycin) i wnioski z nich ptynace zostaty juz ocenione
przez dwoch niezaleznych recenzentéw, co czgSciowo zwalnia recenzenta pracy doktorskiej ze
szczegétowej ich oceny. Niemniej jednak chciatabym podzieli¢ sie¢ kilkoma drobnymi
uwagami. Opisy rycin, ktére réwniez prezentowane sq w publikacji, powinny by¢ petniejsze.
Brakuje nazwy organizmu, w ktérym naprodukowano biatka O, w jakim Zelu analizowano
poszczegdlne etapy oczyszczania biatek (ryc. 16, 17, 19), na jakiej kolumnie
chromatograficznej rozdzielano biatka, (ryc. 18, 20), w jakim zelu analizowano kompleksy
biatek O z DNA (ryc. 20) oraz jego oligomery (ryc. 22).

Zasadnicza czgé¢ ,,Wynikéw” poswigcona jest szczegStowej analizie oddziatywan biatek
O z regionami origin fagéw A, poszczegélnymi iteronami lub ich kombinacjg. Do tej czesci
mam najwigcej uwag i zastrzezef:

1. Krotkie dwuniciowe oligonukleotydy uzywane do testéw EMSA powinny by¢
przygotowane w inny sposéb, a mianowicie jeden z oligonukleotydéw powinien zostaé
wyznakowany izotopowo (lub nieizotopowo), a nastgpnie poddany hybrydyzacji z
komplementarnym ,,zimnym” oligonukleotydem, przy nadmiarze tego drugiego (co najmniej
1:5), a uzyskana w ten sposéb znakowana sonda powinna by¢ oczyszczona. Tak przygotowana
sonda zapewni, ze analizowane beda oddziatywania biatka O z dwuniciowym DNA, a nie
mieszaning dwu- i jednoniciowych oligonukleotydéw.

2. Trudno wycigga¢ wnioski na temat powinowactwa biatek O wzgledem analizowanych
sekwencji bazujac na testach EMSA prowadzonych w zelach agarozowym. Kompleksy biatko
O - DNA, a zwtlaszcza krotkie ds oligonukleotydy, powinny by¢ analizowane w zelach
akryloamidowych.

3. Rycina 25, Sciezki Zle zaznaczone, trudno zinterpretowa¢ t¢ rycing.

4. W ,,Wynikach” nie podane sg wielko$ci analizowanych fragmentéw DNA, w tym te
uzyskane za pomocg PCR, co utrudnia interpretacje wynikéw. Nie wiadomo, jakie otoczenie

maja sklonowane w pUC18 poszczegdlne iterony i jak je klonowano.




5. Whnioski dotyczace powinowactwa biatek O do okreSlonych fragmentow
DNA/interonéw powinny by¢é poparte wynikami dodatkowych analiz, przy uzyciu innych niz
EMSA metod (np. powierzchniowy rezonans plazmonowy).

6. Trudno jest zinterpretowad, ze wzgledu na zfa rozdzielczo§¢ zamieszczonych skanéw,
niektére z testéw DMS footprinting. Moze powinna zostaé przeprowadzona analiza
densytometryczna.

7. Ryc. 45, reakcje sekwencjonowania nie sa podpisane. Czy sprawdzono, ze w
analizowanych warunkach zachodzi transkrypcja?

Jednym z ostatnich podrozdziatéw ,,Wyniki” byta analiza oddziatywania biatka O z
jednoniciowym DNA. Ta czg§é powinna by¢ réwniez szerzej opisana. Na wykresach
obrazujacych FRET (ryc. 42) brak jest jednostek na osi Y (intensywno$¢ fluorescencji czy
jednostki umowne?). Nie sg zaznaczone sygnaty od donora i akceptora (Cy3 i Cy5). Ponadto w
czesci B, C ryc. 42 intensywnos¢ sygnatu rézni sig od intensywnosci sygnatu w czgsci D. Nie
wiadomo réwniez, ile biatka i ssDNA wzi¢to do analizy FRET. W te§cie EMSA nie opisano,
jaki zel zastosowano, jak dlugie byty fragmenty ssDNA oraz w jaki sposéb prowadzono
detekcje DNA.

Doktorantka zaproponowata model struktury trzeciorzgdowej N-terminalnej domeny
wiazacej DNA biatka O, ale i ta cz¢$¢ nie zostata opisana z nalezyty starannoscia, zwtaszcza
podpisy do rycin 35, 36.

Rozdziat ,,Dyskusja” zostat podzielony na 10 podrozdziatéw, w ktérych osobno omawiane
sg poszczegdlne cykle doswiadczalne. Mysle, ze lepiej bytoby, gdyby poszczegdlne tytuty
podrozdziatéw ,,Dyskusji” stanowity wnioski ptynace z wynikéw tych doswiadczef, a nie byty
technicznymi podtytutami. Doktorantka prowadzi dyskusj¢ w sposéb $wiadczacy o dobrej
znajomosci tematu. Niestety wnioski zawarte w ,,Dyskusji” sg czg¢sto nieco na wyrost
formutowane, przyktadowo wycigganie, na podstawie testéw EMSA, wnioskéw dotyczacych
powinowactwa biatek O do poszczegdlnych interonéw czy tez masy nukleoproteinowych

komplekséw analizowanych w Zelach agarozowych.

Reasumujgc za najwazniejsze osiagnigcia Doktorantki uwazam:



1. Opracowanie procedury izolacji i oczyszczania biatka O z réznych fagéw, w tym fagow
niosgcych geny toksyn Shiga.
2. Zaproponowanie modelu tworzenia kompleksow inicjujacych replikacje DNA u fagéw A

niosacych geny toksyn Shiga.

Powyzsze do$¢ liczne uwagi przyczyniajg sig to tego, Ze recenzowanej pracy doktorskiej
nie oceniam wysoko. Jednakze uwazam, ze ze wzgledu na zawarte w niej oryginalne
wyniki, w tym czg§ciowo opublikowane, spelnia ona wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. Wnoszg zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny Kozlowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jedoczesnie proszg Doktorantke o staranne ustosunkowanie si¢ do uwag i

pytan zawartych w recenzji.

Prof. dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwinska






