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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Zabrockiej pt.:
»Motywy strukturalne biatka TrfA niezbedne do tworzenia komplekséw z DNA”

Rozprawa doktorska mgr Elzbiety Zabrockiej dotyczy charakterystyki biatka TrfA
inicjujacego replikacjg plazmidu RK2. Zostata wykonana pod opieka prof. Igora Koniecznego,
w zespole, ktory specjalizuje sie m.in. w badaniu inicjacji replikacji plazmidéw.

Biatko TrfA nalezy do rodziny biatek inicjatorowych, ktérych gtéwnym zadaniem jest
zapoczatkowanie replikacji DNA. Inicjatory replikacji DNA rozpoznaja okreélony region DNA,
wigzg sig z nim, a nastepnie samodzielnie, lub przy udziale innych biatek, doprowadzajg do
rozplecenia dwuniciowego DNA i umozliwiaja utworzenie aparatu syntezujgcego potomne
nici. Pomimo wieloletnich badan nad procesem inicjacji replikacji DNA, wcigz nie do korica
poznane s3 molekularne podstawy oddziatywania inicjatoréw z DNA, a przede wszystkim
mechanizm otwarcia helisy DNA. Biatka inicjatorowe, pomimo podobnego schematu
inicjowania replikacji, réznia si¢ budowa i mechanizmem dziatania w zaleznoéci od rodzaju
czasteczki DNA, ktérej replikacje inicjuja (np. plazmid, chromosom) i krélestwa, do ktérego
nalezy dany organizm (inicjatory: DnaA bakterii, Orc1/Cdc6é archeonéw czy ORC eukariontéw).
poziomie gatunkow czy rodzaju plazmidu, ktérego replikacje inicjuja. TrfA i oriV plazmidu RK2
s3 jednym z modeli badawczych procesu inicjacji replikacji plazmidéw, a w szerszym
kontekscie replikacji DNA. Dlatego badania podjete przez Doktorantke sg uzasadnione
i wpisujg sie w nurt aktualnie prowadzonych, oryginalnych prac naukowych.

Rozprawa mgr Elzbiety Zabrodzkiej ma forme klasyczng. Zostata przygotowana starannie oraz
zawiera wszystkie elementy itresci niezbedne do jej rzetelnej oceny. W rozdziale ,Wstep”
Doktorantka przedstawia tematyke zwigzang z biatkami inicjatorowymi chromosoméw
i plazmidéw bakterii, oraz chromosoméw archeondw i eukariontéw, w szczegdlnosci
w kontekscie strukturalno-funkcjonalnym. W rozdziale ,Cel Pracy” Doktorantka zwiezle, bo
w 1 zdaniu, okresla cel swoich badan, chociaz uzasadnienie podjecia tematu pracy stanowi
ostatni akapit rozdziatu ,Wstep” i jego przesuniecie do rozdziatu ,,Cel Pracy” bytoby wskazane.
Rozdziaty ,Materiaty” i ,Metody” szczegétowo opisujg wykorzystywany materiat badawczy
i stosowane techniki. Rozdziat »Wyniki”, a nastepnie



~Dyskusja”, stanowig gtéwng czes¢ pracy. Catosé dopetniajg streszczenia rozprawy w jezyku
polskim, wykaz skrétéw oraz spis cytowanej literatury przedmiotu. Do kompletnosci rozprawy
brakuje jednak rozdziatu zawierajacego najwazniejsze wnioski.

Celem pracy podjetej przez Doktorantke byta analiza motywodw strukturalnych biatka TrfA
niezbednych do oddziatywania z DNA. Najistotniejsze osiggniecia naukowe Doktorantki to:
* Zidentyfikowanie nowej domeny biatka TrfA. Do tej pory znane byly dwa motywy
strukturalne TrfA, WH1 i WH2 (ang. winged helix), odpowiednio wigzace DNA
i odpowiedzialne za dimeryzacje biatka. Domena odkryta przez Doktorantke zostata nazwana
WHS3.
* Scharakteryzowanie aktywnosci domeny WH3, ktéra, jak wykazata Doktorantka, jest
odpowiedzialna za oddziatywanie TrfA z DNA.
® Wykazanie réznej roli domen WH2 i WH3 w oddziatywaniu z DNA: domena WH3 oddziatuje
zaréwno z dwuniciowym DNA (iteronami dsDNA) jak i jednoniciowym DNA (13-merami dolnej
nici oriV), natomiast domena WH2 oddziatuje z wyzszym powinowactwem z dsDNA niz ssDNA.
® Wykazanie, ze w zaleznosci od liczby iteronéw, domeny WH3 i WH2 moga byc¢
nierownocennie zaangazowane w oddziatywanie z DNA. Jak wykazata Doktorantka, domena
WH2 oddziatywata gtéwnie z jednym iteronem, a WH3 z fragmentem DNA zawierajacym
5 iteronow.
* Wyznaczenie sekwencji peptydow, w obrebie ktérych dochodzi do oddziatywania z ssDNA
i dsDNA
® Scharakteryzowanie mutacji przywracajacych aktywno$é wigzania DNA wariantom TrfA
niezdolnym do oddziatywania z DNA (P151S/E361K, A171T/P314S, przy czym warianty TrfA
P151S i P314S nie wigza DNA). Zdolno$¢ wariantéw P151S/E361K, A171T/P314S do
oddziatywania z DNA i replikacji DNA zostata scharakteryzowana in vitro i in vivo, poréwnana z
biatkiem typu dzikiego oraz wariantami niewigzacymi DNA lub wiazacymi DNA z wyzszym
powinowactwem niz biatko dzikie.
e Okreslenie istotnej roli R327 w wigzaniu ssDNA, R347 w wigzaniu dsDNA oraz kazdego
z tych aminokwasoéw w replikacji DNA in vitro i in vivo.
e zidentyfikowanie motywu RnnKK jako uniwersalnego motywu istotnego dla oddziatywania
TrfA z DNA.
e Zaproponowanie modelu TrfA oraz modelu oddziatywania TrfA z iteronami oriV plazmidu
RK2

Wyniki przedstawione przez Doktorantke s3 przekonujace, najczeéciej dobrze
udokumentowane, wyczerpujgco opisane i $wiadcza o rzetelnym i dokfadnym
przeprowadzeniu zaplanowanych badan, ktére umozliwity osiggniecie postawionego w pracy
celu. Zaznaczy¢ nalezy, ze, aby osiggnaé zamierzone cele badawcze, Doktorantka zastosowata
szereg technik in vitro i in vivo, ktére pozwolity na scharakteryzowanie domen TrfA oraz
wyznaczenie peptydéw/aminokwasow TrfA zaangazowanych w oddziatywania z DNA.
Wspotpraca z grupg prof. Bujnickiego umozliwita Doktorantce przeprowadzenie modelowania



komputerowego struktury TrfA oraz opracowanie modelu oddziatywania TrfA-DNA, ktére
znakomicie dopetniaja cze$¢ eksperymentalng pracy.

Po przeczytaniu rozprawy nasunety mi sie nastepujace uwagi i pytania dotyczace pracy:
* Ad Wstep: chociaz Doktorantka przedstawia najistotniejsze cechy inicjatoréw replikacji, do
ich petniejszej charakterystyki brakuje informacji opublikowanych w ostatnich kilku latach.
Wigkszo$¢ cytowanych w rozprawie prac zostata opublikowana przed 2010 rokiem, podczas
gdy w ostatnim okresie wyjasniono wiele aspektow dotyczacych mechanizméw inicjacji
replikacji DNA. By¢ moze dlatego we Wstepie pracy znalazto sie wiele niescistosci lub
informacji, ktére juz zostaty zweryfikowane w badaniach z ostatnich lat, np.: niewielu autorow
przywotuje juz motyw zamka leucynowego jako motywu waznego dla odziatywania domeny |
biatka DnaA (str. 12), protomery DnaA nie oddziatujg przez domene IV (str.29), kompleks ORC
nie uczestniczy w rozplataniu DNA (str. 33). Uzupetnienie danych o najnowsze wyniki badan na
pewno pozwolitoby Doktorantce unikna¢ tego typu uchybien.
Ad Materiaty, Metody:
* Rozdz. 4.3.2, str. 38: Dlaczego sekwencje oligonukleotydéw ,Iterony nici gérnej” i ,Iterony
nici dolnej” nie s3 homologiczne, a s3 uzywane jako dsDNA w SPR?
® Rozdz. 4.4.1, Str. 42: Bufory D1 i HA maja te sam skfad i s3 uzywane do oczyszczania tego
samego biatka, wiec powinny mie¢ ta samg nazwe
® Rozdz. 5.6, str. 48: w opisie przygotowania komérek kompetentnych powinno by¢
zaznaczone, ze komdrki DH5a posiadaja plazmid oporny na ampicyline, inaczej ich hodowla
W pozywce z antybiotykiem (ampicyling) nie ma sensu, bo szczep DH5a nie ma opornosci na
ampicyline.
e Rozdz. 5.15, str. 53: jednostka 1 RU odpowiada zwigzaniu 1 pg substratu (ligandu/analitu)
na 1 mm? powierzchni sensora, a nie jak btednie podano 1 pg/mm? substratu.
Czy sprawdzano, ze TrfA nie wigze dsDNA niespecyficznie zanim zastosowano tylko kanat
pusty jako kontrole oddziatywania TrfA z dsDNA?

Ad Wyniki:
e Ryc. 13D, str. 64:, nie opisano co na rysunku oznacza K+
e Rozdz. 6.1.3 str. 65: Doktorantka napisata, ze obserwowany wzrost bakterii syntezujgcych
TrfA A171T byt wiekszy niz bakterii syntezujgcych niezmutowane biatko TrfA, natomiast na
Ryc. 13B jest to trudne do ocenienia. Co oznacza okreslenie ,wzrost byt wiekszy” w opisie
wzrostu kolonii bakterii na ptytkach? Czy stosowano inne metody mierzenia wzrostu bakterii?
e Rozdz. 6.2.1 str. 71: nie pokazano wynikéw izolacji biatek w systemie SUMO (zeli SDS-
PAGE), zamieszczono tylko informacje, ze preparaty biatek charakteryzowaty sie czystoscia
>90% i podano ich stezenia.
e Ryc. 16, str. 72: na dwdch pierwszych sensogramach od lewej widac tylko 4 lub 3 krzywe,
a wedtug legendy stosowano 5 stezen biatka TrfA (podobny problem np. na Ryc. 27: 5 stezen
tylko dla niezmutowanego TrfA, 4 stezenia wariantow, podobnie Ryc. 28, Ryc. 34)
e Rozdz. 6.2.2. str. 72: Doktorantka poréwnuje oddziatywanie wariantow biatek TrfA
wyizolowanych z metka SUMO z biatkiem dzikim TrfA izolowanym z metkg His-tag. Czy jest to



uprawnione? Czy eksperymenty te wykonane zostaty w tym samym czasie, na tym samym
sensorze? Z mojego do$wiadczenia z biatkiem DnaA wynika, ze pomimo zachowania
podobnych warunkéw analiz SPR, wyniki réznig sie migdzy eksperymentami, szczegdlnie jesli
wykonywane s3 na réznych biosensorach (np. inna iloé¢ DNA mogta zosta¢ zwigzana w kazdym
z eksperymentdw).
® Rozdz. 6.3 str. 74 oraz Rozdz. 6.6 str. 90: Doktorantka napisata, ze nie zaobserwowata
istotnych réznic w oddziatywaniu TrfA ze modyfikowanymi oligonukleotydami DNA. Czy
wykonywano analizy densytometryczne i poréwnawcze, poniewaz trudno jest okredli¢
efektywnos¢ wigzania ,na oko” na podstawie Ryc. 18 i Ryc. 29 (np. poréwnaé WT do 35T).
Na Ryc. 18 nie opisano stezeri TrfA ($ciezki od 2 do 10 to stezenia od 1 do 56uUM TrfA, ale nie
okreslono krotnosci rozciericzania). Podobna uwaga do Ryc. 29.
® Rozdz. 6.4 str. 80: nie pokazano wynikéw analizy GMSA TrfA ze znakowanym dsDNA;
podobna uwaga do opisu analizy GMSA ze znakowanym ssDNA na str. 92.
® Ryc. 28, str. 89: dlaczego w przypadku biatka SUMO TrfA 140-190 P151S otrzymano ujemne
wartosci sensograméw?
® Rozdz. 6.5 str. 89: Doktorantka napisata, ze zaobserwowata marginalne wigzanie biatka
SUMO TrfA WH1IWH2 do jednoniciowego DNA, podajac wartoé¢ 70 RU i poréwnujac j3
z wartoscig 110 RU dla biatka SUMO TrfA 140-190, ktére wiaze ssDNA. 70 RU stanowi 63%
wartosci sygnatu biatka wigzacego ssDNA, dlatego nie powinno sie tego wigzania okreslaé
marginalnym. Rysunek jest zbyt maty zeby mozna byto samodzielne oceni¢ wartogci RU.

Ad Dyskusja
e Str. 103: Zdanie ,Wyniki eksperymentalne potwierdzaja wiarygodno$é uzyskanego
z uzyciem technik bioinformatycznych, modelu kompleksu nukleoproteinowego TrfA z DNA,
amodel potwierdza wyniki eksperymentdw in vivo oraz in vitro” jest zapetlajacym sie
potwierdzeniem wynikéw. Wydaje mi sig, ze lepiej bytoby napisa¢, ze wyniki modelowania
i wyniki eksperymentalne s3 zgodne.
e Str. 111: Doktorantka podata, ze w pracy Dueber i wsp., 2011 stwierdzono, ze DnaA
A. aeolicus oddziatuje z ssDNA wytacznie za posrednictwem domeny Ill. Jest to prawda, tylko
ze w pracy badano oddziatywanie skréconego wariantu biatka sktadajgcego sie z domen IlI-1V,
natomiast nie badano oddziatywania domeny | z ssDNA. Wczes$niejsza praca Abe i wsp., 2007
J. Biol. Chem. 282(24):17816-27 wskazywata na udziat domeny | w oddziatywaniu z ssDNA, ale
problem ten nie zostat do korica wyjasniony.
e Str. 112: Doktorantka napisata, ze ,Nieznane sa dane dotyczace oddziatywania pomiedzy
jednoniciowym DNA a biatkami ORC z Archea i Eukarya. Mozna przypuszczaé, ze biatka te
moga oddziatywac¢ zaréwno poprzez domene WH jak i motyw ISM znajdujacy sie w domenie
AAA+, jak to ma miejsce w przypadku DnaA. Nalezy jednak podkresli¢, ze struktura motywu
ISM jest rézna w biatkach ORC Archea i Eukarya (...) niz w biatku DnaA”. Czy Doktorantka moze
podaé przyktady sugerowanych oddziatywarn miedzy sktadnikami ORC i ssDNA i z jakich lat
pochodza dane? Czy hipotezy nie ulegty zmianie w zwigzku z obecng teorig, ktéra méwi, ze
kompleks ORC oddysocjowuje od helikazy MCM zanim helikaza MCM, w kompleksie z Cdc45 i



GINS (tzw. kompleks CMG), rozplecie dwuniciowe DNA (np. Parker i wsp., Crit. Rev. Biochem.
Mol. Biol. 2017 52(2):107-144, Rys 1)?

Ponadto w pracy zauwaiytam drobne btedy edytorskie, niedopowiedzenia czy btedne

okreslenia, np.:
® Rysunki przedstawiajgce wyniki SPR oraz niektére struktury biatek s3 czesto zbyt mate
(np. Rys. 2, 16, 28). Ich powiekszenie zdecydowanie poprawitoby czytelnos¢ danych, a tylko
w niewielkim stopniu zwigkszyto objetos¢ pracy.

* Niescistosci merytoryczne, np.: str. 12: domena | DnaA ma ok. 75-110 aminokwasow, a nie
jak podata Doktorantka 57; str. 13: rozwiniecie skrétu AAA+ to ATPases associated with
diverse cellular activities; problem z numeracja aminokwséw w peptydach np., str. 92: peptyd
AMPNDTAR opisany jako 148-156 aminokwaséw, ale prolina powinna znajdowac sie w pozycji
151, natomiast z wyliczeri wynika, ze w peptydzie jest to pozycja 150

® Nieprecyzyjnych lub nieprawidtowych okreélen, np.: str. 15: ,dane ograniczajg sie do trzech
krysztatéw uzyskanych dla biatka RepE (..) biatka = (..) oraz domeny WH1 biatka RepA”
powinno brzmiec¢ ,dane ograniczaja si¢ do krysztatéw uzyskanych dla trzech biatek: RepE (...)
biatka 7 (...) oraz domeny WH1 biatka RepA”; ,, w bruzdzie wiekszej znajdujacej sie na DNA”
powinno by¢ , w bruidzie wigkszej DNA”, czy podobnie w podpisie Ryc. 36 ,,domeny WH
oddziatuja z nukleotydami znajdujagcymi sie na bruzdzie wigkszej nici DNA” jest
nieprawidtowym sformutowaniem, bo nie ma nici wigkszej i mniejszej; str 37: ,pAT388-wektor
(..), powstaly o plazmid pNN388” powinno byé¢ ,pAT388-wektor {...), powstaty na bazie
(na podstawie) plazmidu pNN388”; ,pET-SUMO (..), wektor powstaly w oparciu
o bakteriofaga T7” nie jest prawidtowe, z bakteriofaga T7 wykorzystano sekwencje promotora
i terminatora transkrypcji; str. 48: ,Komérki zawieszano w jatowym glicerolu w koricowym
stezeniu 30%” powinno brzmie¢ ,Komérki zawieszano w jatowym glicerolu o koricowym
stezeniu 30%” lub prosciej ,Komdrki zawieszano w jatowym 30% glicerolu”, nazwa
archeabakterie nie jest juz uzywana, zostata zastgpiona nazwg archeony.

® Niektorych cytowanych prac nie ma w spisie literatury np. Kawakami i wsp. 2015 (str. 106),
Cheng i wsp. 2015 (str. 110), Marchler-Bauer i wsp., 2011 (str. 111)

Wyzej wymienione uchybienia przytaczam z obowiazku recenzenta gtownie po to, zeby
zwréci¢ uwage Doktorantki na szczegdty, ktore sg trudne w dopracowaniu, ale istotne dla
perfekcji catoksztattu pracy. Nie umniejszajg one w zaden sposéb wartosci merytorycznej
pracy, ktéra zawiera cenne naukowo i nowatorskie wyniki naukowe, ktére zapewne niedtugo
zostang opublikowane.

Uwazam, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Mgr Elzbiety Zabrockiej spetnia
wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawa z dn. 14 marca
2003 r o stopniach i tytule naukowym, a dorobek naukowy kandydatki uzasadnia nadanie
stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Wnosze zatem
wniosek do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie
Pani mgr Elzbiety Zabrockiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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