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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Wawrzyckiej
pt. "Mechanizm wigzania polimerazy lll Escherichia coli z origin
plazmidu RK2" wykonanej w Pracowni Biologii Molekularnej
Katedry Biologii Molekularnej i Komérkowej Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdarskiego
Uniwersytetu Medycznego

Rozprawa wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Igora Koniecznego
napisana w jezyku polskim, sktada sie ze Streszczenia, Wstepu, Celu pracy, opisu
Materiatow i Metod, Wynikéw, Dyskusji, wyszczegélnionej cytowanej Literatury. Duza
czg$¢ wynikow przedstawionych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w wysoko
cenionym czasopiSmie — Proc Natl Acad Sci USA w 2015 roku, w pracy tej
Doktorantka jest pierwszym autorem. Pani Aleksandra Wawrzycka jest réwniez
wspotautorem pracy w Microbiol Spectrum z 2014 roku.

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto poznanie mechanizmu sktadania
kompleksu polimerazy Ill DNA Escherichia coli w miejscu startu replikacji plazmidu
RK2.



Badania nad mechanizmami replikacji plazmidéw prowadzone sg juz od kilku lat, z
duzym powodzeniem, przez pracownie pod kierunkiem Profesora Igora Koniecznego.

Prezentowana rozprawa przedstawia wyniki bedace kontynuacjg badan zespotu.

Dane literaturowe zawarte w czesci teoretycznej pracy doktorskiej (Wstep) sg Scisle
podporzadkowane zagadnieniom i celom opisanym w pracy. W rozdziale tym
Doktorantka wykazata duzg i bardzo aktualng wiedze na temat procesow inicjacji
replikacji DNA w komérkach bakteryjnych.

Rozdziat Materiaty i Metody obrazuje bogactwo uzytych technik i metod stosowanych
w kolejnych etapach realizacji celéw pracy doktorskie;j.

Wyniki opisane sg bardzo jasno, s dobrze udokumentowane i na koricu kazdego
rozdziatu opatrzone stosownym wnioskiem. Zasadniczo nie mam zastrzezen do
strony graficznej prezentowanych wynikoéw, jednakze Rycina nr 3, niestety, jest
nieczytelna.

Wiekszos¢ opisanych wynikéw, opublikowana w prestizowym piémie Proc Natl Acad
Sci USA, poddana byla bardzo wnikliwym recenzjom przygotowanym przez
uznanych badaczy specjalizujgcych sie w opisywanej dziedzinie badan, dlatego tez
Recenzent gtéwnie ograniczy sie do krotkiego opisu wynikéw przedstawionych w

rozprawie doktorskiej.

Badanie mechanizméw powstawania kompleksu replikacyjnego jest nadzwyczaj
wazne dla poznania mechanizméw inicjacji replikacji DNA. Replikacja in vitro
plazmidowego DNA RK2 zostata przeprowadzona i opisana w 1997 roku przez
profesora Igora Koniecznego i wspodtpracownikéw. Replikacja ta zachodzi przy
udziale biatek komérek gospodarza tj. DnaA, HU, helikazy DnaB, DnaC, biatek SSB,
primazy DnaG, gyrazy i polimerazy 1l DNA. Natomiast DNA plazmidowe koduje gen
biatka inicjatorowego, w przypadku plazmidu RK2 jest to biatko TrfA. Ponadto, DNA
plazmidu zawiera sekwencje startu replikacji oriV. Wykazano ze biatko TrfA
oddziatuje z DnaA i DnaB podczas procesu inicjacji. Co ciekawe, analiza sekwencji
aminokwasowej biatka  TrfA  pozwolita na  zidentyfikowanie motywu
charakterystycznego dla biatek oddziatujgcych z B pierscieniem polimerazy 1l DNA
Escherichia coli.

Biatko TrfA inicjujgc replikacje plazmidu RK2 aktywne jest w formie monomerycznej.

Struktura krystaliczna tego biatka nie zostata do tej pory uzyskana. Pracownia Pana
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Profesora Igora Koniecznego wykazata, ze biatko to wigze sie do dwuniciowego DNA
w obrebie sekwencji iteronowej, jak réwniez do jednoniciowej sekwencji regionu
bogatego w pary AT. Sekwencje iterondw, jak i sekwencje im towarzyszace, majag
istotne znaczenie dla wigzania inicjatora replikacji plazmidu RK2 i stabilnosci
komplekséw nukleoproteinowych. Biora udziat w kontroli inicjacji replikacji i kontroli
ilosci kopii czgsteczek plazmidu.
Celem przedstawionej pracy bylo badanie oddziatywarn pomiedzy biatkiem
inicjujgcym replikacje plazmidu RK2, a biatkami kompleksu polimerazy Il DNA
podczas inicjacji replikacji DNA.
W pracy skonstruowano plazmidy niosgce geny kodujgce rézne warianty biatka TrfA,
posiadajgce mutacje w obrebie motywu QLSLF. Motyw ten wystepuje w wielu
biatkach oddziatujgcych z pierscieniem B. Uzyskano aktywne preparaty biatek
TrfAALF oraz TrfAF138A. Nastepnie badano oddziatywania wariantow TrfA z B
pierscieniem polimerazy Il DNA. W tym celu oczyszczono B pierécien i analizowano
oddziatywanie biatek z B piercieniem metodg powierzchniowego rezonansu
plazmonowego. Wykazano ze motyw QLSLF jest wazny w tych oddziatywaniach,
gdyz biatko posiadajgce delecje aminokwasow (leucyny i fenyloalaniny) nie
oddziatuje z pierécieniem B, a biatko TrfA F138A wykazuje znaczace obnizenie
zdolnosci do tworzenia kompleksu. Aby sprawdzi¢ do jakiego stopnia zmutowane
formy biatka TrfA wptywajg na synteze DNA plazmidu RK2, oczyszczono biatko
DnaC i przeprowadzono analize aktywnosci replikacyjnych wariantéw TrfA in vitro
uzywajgc ekstraktéw Escherichia coli oraz w systemie rekonstruowanym z
oczyszczonych komponentéw. Zaréwno w testach in vitro jak i tescie in vivo
wykazano obnizong aktywnos$¢ replikacyjng biatka TrfA F138A w poréwnaniu do TrfA
typu dzikiego oraz zahamowanie syntezy w obecnos$ci wariantu TrfA z delecjg dwoch
aminokwaséw. Aby blizej sprecyzowaé mechanizm  zaburzen syntezy
plazmidowego DNA spowodowany zmianami w motywie QLSLF analizowano
oddziatywania réznych wariantéw biatek TrfA z sekwencja iteronowa, tworzenie
kompleksu otwartego, aktywacje helikazy oraz tworzenie kompleksow polimerazy Ili
DNA. Wykazano ze mutacje w motywie QLSLF nie wplywajg na zdolnos¢ biatka TrfA
do wigzania z DNA oraz nie wptywaja na tworzenie kompleksu helikazy.
Doktorantka podjeta probe odpowiedzi na pytanie, jakg role spetnia oddziatywanie
biatka TrfA i B pier§cienia w procesie replikacji DNA plazmidu RK2. Postanowita
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sprawdzi¢, czy obecnos¢ biatka TrfA wplywa na tworzenie kompleksu
nukleoproteinowego z DNA plazmidu RK2. Wykazano oddziatywania B pierécienia z
TrfA zwigzanym z DNA sekwengji iteronowej. Analiza m.in. aktywnosci replikacyjnej
matryc superzwinigtego DNA zawierajacego oriV w systemie rekonstruowanym in
vitro z oczyszczonych komponentéw oraz wyniki sgczenia molekularnego kompleksu
replikacyjnego utworzonego na superzwinietym matrycowym DNA zawierajgcym oriV/
wykazaty, ze do utworzenia kompleksu nukleoproteinowego B pierscienia na DNA
plazmidu RK2 konieczna jest forma biatka TrfA o nie zmienionej sekwencji QLSLF.
Warianty biatka TrfA niosace mutacie w tym motywie nie tworzylty kompleksu
nukleoproteinowego B pierscienia (TrfAALF) lub wykazywaty znaczne zaburzenie
tworzenia kompleksu (TrfAF138A). Wykazano, ze oprocz biatka TrfA, w tworzeniu
kompleksu B pierécienia z oriV plazmidu RK2 niezbedne sg réwniez: kompleks
gamma polimerazy Il DNA, DnaA, helikaza i primaza. Uzywajgc techniki sgczenia
molekularnego w obecnoéci wariantéw TrfA, superzwinietego plazmidowego DNA,
niosgcego oriV oraz ekstraktu komérkowego z bakterii E coli badano czy biatko TrfA
bierze udziat w powstawaniu kompleksu nukleoproteinowego katalitycznej
podjednostki alfa polimerazy Il DNA w rejonie oriV. Wykazano ze biatko istotnie
stymuluje powstawanie takiego kompleksu. Jednakze mozliwosé utworzenia
kompleksu obserwowano réwniez w mutancie z delecjg LF. Wynik ten mogtby
sugerowac, ze kompleks podjednostki alfa polimerazy Ill DNA w oriV moze tworzyé
sie bez udziatu B pierScienia. Podjgto probe dokiadniejszego poznania tego
mechanizmu. Sprawdzono czy oddziatywania miedzy TrfA, B pierécieniem i
podjednostkg alfa moga by¢ konkurencyjne wzgledem siebie. Wykazano, ze
oddziatywanie pomiedzy TrfA, a podjednostkg alfa nie wplywa na oddziatywanie
podjednostki alfa z 8 pierscieniem w obecnosci TrfA.

Wyniki otrzymane w pracowni profesora Koniecznego sugerowaly role biatka TrfA
jako czynnika determinujgcego kierunkowosé replikacji DNA plazmidu RK2.
Postanowiono zweryfikowaé te hipoteze, analizujgc tworzenie kompleksu
replikacyjnego na gérnej i dolnej nici DNA zawierajacego origin replikacji plazmidu
RK2. Wszystkie warianty biatka TrfA tworzyty kompleks z jednoniciowym fragmentem
DNA zawierajgcym sekwencje rejonu bogatego w pary AT nici dolnej. Natomiast

zaden z wariantéw nie oddziatywat z jednoniciowym fragmentem DNA nici gérnej.
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Otrzymane wyniki s nowatorskie i wskazujg na role biatka TrfA w procesie tworzenia

kompleksu replikacyjnego na nici wiodgcej.

Dyskusja przedstawiona w rozprawie doktorskiej $wiadczy o duzej wiedzy i
dojrzato$ci naukowej Doktorantki. Zawiera odniesienia do najnowszych danych
literaturowych. W Dyskusji przedstawiono model zaktadajacy, ze TrfA wigzac sie do
13-nukleotydowych sekwencji nici dolnej oddziatuje z helikazg, podjednostkami alfa i
beta polimerazy 1lI DNA determinujgc tworzenie kompleksu replikacyjnego,
syntetyzujgcego w okreslonym kierunku. W Dyskusji Doktorantka szczegoétowo
omawia otrzymane wyniki, proponujac rézne hipotezy naukowe ttumaczace udziat i
oddziatywania biatek w procesie inicjacji replikacji. Prezentuje tez dalsze plany badan
I nasuwajgce sie pytania, wynikajace z najnowszych danych literaturowych oraz

wynikéw pracowni.
Podczas obrony pracy doktorskiej chciatabym zapytaé:

- Czy wiadomo dlaczego nie powiodly sie préby skonstruowania biatek TrfA
zawierajgcych inne zmiany w sekwencji aminokwasowej biatka TrfA np. QLSAA czy
AAALF? Dlaczego nie udato sie oczysci¢ biatek TrfA niosgcych mutacie G254D/
S267L i dodatkowo posiadajgcych zmiany w sekwencji pentapeptydu QLSLF?

- Dlaczego planowano badania z biatkiem TrfA niosgcym motyw ALSMA? Dlaczego

akurat takie zmiany aminokwasowe zaplanowano?

- Czy Doktorantka zechciataby poréwna¢ wplyw oddziatywan pomiedzy biatkiem
bakteryjnym Hda i B pierscieniem na mechanizm inicjacji replikacji chromosomu, z

wptywem oddziatywanie biatka TrfA- B pierécien na inicjacje replikacji plazmidu.

- Czy fakt, ze 16 aminokwasowy C-terminalny peptyd polimerazy IV DNA oddziatuje
z tg samg sekwencjg B pierécienia co biatko TfrA, moze powodowaé¢ zahamowanie

inicjacji plazmidu RK2 w warunkach nadprodukcji polimerazy [V DNA i odwrotnie?

Czy poszukiwania komponentu mogacego zablokowaé¢ sekwencje pentapeptydu,
badz miejsce interakcji z pierScieniem beta moga zaowocowaé terapia
przeciwbakteryjng lub eliminujgcg plazmidy w komoérkach bateryjnych? Czy

sekwencje te sg atrakcyjnym celem poszukiwan?



W kilku miejscach nalezatoby zamieni¢ okreslenie ,forma dzika genu” na forma ,typu
dzikiego” i metoda Western blotting powinna by¢ zawsze pisana z duzej litery, jako,

ze pochodzi od nazwiska autora.

Rozprawe Pani Aleksandry Wawrzyckiej oceniam bardzo wysoko. Rozprawa ta
spetnia wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim. Zostata przygotowana
nadzwyczaj starannie. Rozprawa ta stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i obrazuje wysokg ogoélng wiedze teoretyczng Doktorantki i umiejetnosé

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Wawrzyckiej do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego. Majac na uwadze ogolnobiologiczne znaczenie przeprowadzonych
badan, nowatorstwo otrzymanych wynikéw, ich wysoka warto§¢ merytoryczng oraz
fakt opublikowania w prestizowym miedzynarodowym czasopismie Proc. Natl. Acad.

Sci USA zwracam sie z wnioskiem o stosowne wyréznienie rozprawy doktorskiej.

Prof. dr hab. lwona J. Fjjatkowska



