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Bakteriofag Lambda odegrat wazng role w rozwoju biologii molekularnej, bowiem jego analiza
przyniosta wiele podstawowych informacji o przebiegu waznych proceséw biologicznych,
takich jak replikacja, transkrypcja i rekombinacja materiatu genetycznego, a takze o
mechanizmach decydujacych o wyborze alternatywnych drég rozwojowych bakteriofagow.
Ten modelowy wirus stanowi doskonate odniesienie dla innych pokrewnych fagéw,
okreélanych jako lambdoidalne, ktére zyskaty na znaczeniu dzieki zaangazowaniu w wirulencje
wielu patogennych szczepéw bakterii, m.in. z rodzajéw Escherichia, Salmonella, Vibrio czy
Shigella. Genomy fagéw lamdoidalnych majg podobng organizacje genetyczng oraz
zachowana, w duzym stopniu, sekwencje nukleotydows, co sugeruje, ze molekularne
mechanizmy odpowiadajace za przebieg kluczowych etapéw rozwoju tych fagéw moga byc¢
podobne. Wszelkie odstepstwa od modelowego Lambda, np. réznice w sekwencjach genow
petnigcych istotng role w biologii fagdw, sa w tym przypadku szczegdlnie interesujace, bowiem
moga determinowaé swoisty sposéb funkcjonowania poszczegélnych typéw bakteriofagdw.
Zmiany te nabieraja wiekszego znaczenia wéwczas, gdy dotyczg komponentéw warunkujacych
przebieg replikacji genomu wirusa, a wiec procesu odgrywajgcego wazng role w
determinowaniu wirulencji przez niektére fagi lambdoidalne.

Modelem badawczym w ocenianej rozprawie s dwa fagi Stx (P27 i 933W) kodujace
toksyny Shiga, ktére sg gtéwnym czynnikiem wirulencji grupy szczepdw patogennych EHEC.
Natomiast inspiracjg skfaniajaca do podjecia badan byta obserwacja wskazujgca na pewne
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roznice w budowie systemdw replikacyjnych bakteriofagéw Lambda i Stx. Fagi Stx zawierajg w
obrebie origin dodatkowe iterony, co, ze wzgledu na usytuowanie origin, skutkuje réwniez
pojawieniem sie kilkunastu dodatkowych aminokwaséw w sekwencjach biatek inicjacyjnych
tych fagédw. Zmiany te mogg potencjalnie wptywa¢ na sposéb formowania komplekséw
biatkowych i nukleoproteinowych podczas inicjacji replikacji genoméw fagéw, zatem zbadanie
mechanizmdéw tworzenia tych komplekséw, w odniesieniu do modelowego faga Lambda,
uwazam za w petni zasadne. Stanowi to réwniez zasadniczy cel naukowy, jaki Doktorantka
sformutowata w rozprawie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim w formie
spdjnego tematycznie opracowania. Liczy ona 101 stron i zostata opatrzona 46 rycinami i 16
tabelami. Uktad rozprawy jest prawidtowy — typowy dla prac o charakterze
eksperymentalnym, zawiera wiec charakterystyczne dla takich opracowan rozdziaty, tj.
Streszczenie (réwniez w jezyku angielskim), Wstep, Cel pracy, Materialy, Metody, Wyniki,
Dyskusja, Podsumowanie oraz spis cytowanej literatury. W pracy zamieszczono takze Wykaz
stosowanych skrotéw, Spis tabel i rycin oraz informacje na temat zrédfa finansowania badan.
Z obowigzku recenzenta musze stwierdzi¢, ze w rozprawie znalaztem sporo uchybien
natury redakcyjnej i jezykowej. Sa to m.in. (a) liczne btedy interpunkcyjne, (b) literowe (np.
specjalizacj - str. 9; replikacjnym - str. 14; przprowadzenie, str. 20; rozpoczelam; plasmid - str.
61; dimerizacja - str. 75; zayginac - str. 78; biatkek - str. 89; tekiego - str. 89), oraz
(c) niezreczne okreslenia, np. kolejny krok wykonatam w analogiczny sposéb” (np. str. 35),
»2ostato to opisane w poprzednim kroku oczyszczania” (str. 36) — w jezyku polskim sg znacznie
lepsze warianty ttumaczenia angielskiego stowa ,step”. Inne przyktadowe niedociagniecia to:
- ,sekwencje powtarzalne” (str. 18), zamiast sekwencje powtérzone,
- »defosforylowany plazmid pUC18” (str. 30), defosofrylowane sg korice 5’ liniowej formy
plazmidowego DNA,
- »geny O z ogonkami 6x histydynowymi na koricu C-terminalnym” (str. 54) - powinno by¢
geny kodujace znacznik histydynowy na koncu 3,
- »Cykl zycia bakteriofagéw” (str. 13), powinno by¢ cykl rozwojowy bakteriofagéw,
- »indukcja termalna” (str. 88), powinno by¢ termiczna,
- okredlenie kétko w kétko (str. 15), odnoszace sie do modelu replikacji, powinno by¢ ujete
w cudzystow,
- we Wstepie i na Ryc. 2 iteronom nadano numeracje wg alfabetu rzymskiego, a na Rycinie
1 oraz w pozostatych czesciach pracy — wg alfabetu arabskiego,
- podczas lektury pracy po raz pierwszy spotkatem sie rowniez z terminem superimpozycja
(str. 75) - czy jest on poprawny i stosowany w jezyku polskim?
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Ponadto zauwazytem, Ze oznaczania niektérych rycin nie sg w petni zgodne z
zamieszczonymi opisami. Na przyktad na Ryc. 1 kolorem zéttym powinny by¢ zaznaczone
iterony, a w rzeczywistosci sa one wyréznione kolorem zielonym (zielony kolor czcionki na
zielonym tle nie jest dobrym zestawieniem); ponadto nie zaznaczono odpowiednio (na
czerwono) wszystkich substytucji nukleotydowych warunkujgcych zmiane aminokwaséw w
sekwencjach biatek fagéw 933W i P27. Na Rycinie 14, zmiany nukleotydéw w sekwencji
przedstawiono na dwa sposoby - czarng czcionkg na biatym tle oraz biatg na szarym tle.
Wedtug jakiego klucza zréznicowano te podstawienia. Analogiczne pytanie dotyczy Ryc. 15,
przedstawiajgcej zestawienie sekwencji aminokwasowych biatek O trzech fagéw. Obie ryciny
zawierajg wyrdznione na z6tto nukleotydy badz aminokwasy, co nie zostato wyttumaczone w
opisie. Jest prawdopodobne, ze niektére z ww. anomalii kolorystycznych wynikaja z
probleméw natury technicznej, do ktérych doszto na etapie wydruku rozprawy. Zadaniem
recenzenta nie jest jednak dociekanie tych przyczyn, lecz ocena dostarczonego egzemplarza
pracy. Przy braku dostepu do jej wersji elektronicznej, czuje sie w obowigzku do wskazania
zauwazonych niedociggniec.

Ocena poszczegolnych czesci rozprawy

Na poczatku rozprawy znajduje sig, pomocny w lekturze, Wykaz stosowanych skrétéw. Nie
ujeto ich jednak wszystkich — brakuje np. skrétéw DMS, EMSA, FRET (rozwiniecie tego
ostatniego w ogélne nie pojawia sie w pracy), a umieszczenie w tym wykazie wzorédw
zwigzkdw chemicznych, jednostek uktadu Sl oraz symbolu ,%”uwazam za niewtasciwe.

Rozdziat Wstep obejmuje 8 stron rozprawy. Zawiera on 5 réwnocennych w hierarchii
numeracji podrozdziatéw, w ktérych opisano kolejno: (1) szczepy Escherichia coli produkujace
toksyny Shiga, (2) role biatka inicjatorowego O w replikacji bakteriofagédw lambda i Stx, (3)
kluczowe elementy regulacji inicjacji replikacji DNA faga lambda, (4) wigzanie DNA przez biatko
O u bakteriofaga lambda, a w ostatnim (5) zwrécono uwage na réznice w budowie aparatu
replikacyjnego bakteriofagdw lambda i Stx. Ze zrozumiatych wzgleddw najwiecej uwagi
poswigcono systemowi replikacyjnemu profaga lambda, ktérego mechanizmy regulacji inicjacji
replikacji zostaty dos¢ dobrze poznane. W pracy przedstawiono je jednak skrétowo, pomijajac
m.in. informacje o regulacyjnej roli transkrypcji zachodzacej z promotora pO na aktywacje
inicjacji replikacji (praca Olszewskiego i wsp. z 2014 r. z macierzystej grupy badawczej, nie
cytowana w rozprawie). Na pewno dobrym rozwigzaniem bytoby umieszczenie we Wstepie
ryciny przedstawiajgcej schematycznie strukture systemu replikacyjnego profaga Lambda z
uwzglednieniem wszystkich poznanych dotgd mechanizméw regulacyjnych. Mimo
wspomnianych uwag, nalezy podkresli¢, ze rozdziat ten zawiera podstawowe informacje
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niezbedne do zrozumienia istoty problemu badawczego oraz oceny zasadnosci postawionego
w rozprawie celu naukowego.

W kolejnych dwdch rozdziatach pracy przedstawiono wykorzystane w badaniach materialy i
metody. Doktorantka zawarta w nich informacje istotne dla powtdrzenia najwazniejszych
eksperymentdw. Moje uwagi krytyczne dotyczg m.in. (a) zbyt lakonicznej charakterystyki
plazmidéw wykorzystanych w pracy (np. w przypadku wektora pET24 nie wspomniano jaki
zawiera system ekspresji, warunkujacy nadprodukcje biatek) oraz (b) hierarchii niektdérych
podrozdziatéw w czesci metodologicznej (np. podrozdziaty 4.2. Plazmidy do nadprodukcji
biatek O, i 4.3. Plazmidy do testdw in vitro, powinny wchodzi¢ w sktad giéwnego podrozdziatu
4.1. Konstrukcja plazmidow). W rozdziale Materiaty Doktorantka wymienia wykorzystane
»programy i narzedzia multimedialne” (rozdz. 3.2). Czy rzeczywiscie byty one multimedialne?
Ponadto programy te wykorzystano do przeprowadzenia analiz bioinformatycznych, ktére, w
mojej opinii, powinny zostac ujete w rozdziale Metody.

Rozdziat Wyniki zawiera opis logicznego ciggu eksperymentdw. Pierwszym, a zarazem
krytycznym etapem badan byfo oczyszczenie biatek inicjacyjnych O fagéw Lambda, P27 i
933W. Doktorantka zastosowata do tego celu ztozong procedure, ktéra wymagata m.in.
doboru odpowiedniego systemu ekspresji sklonowanych gendw, zastosowania
zoptymalizowanej metody tagodnej lizy komoérek bakteryjnych, a takze, w koricowych etapach,
chromatografii powinowactwa i filtracji zelowej. Oczyszczone biatka wykorzystano do
zasadniczych eksperymentéw, ktérych celem byto m.in. zbadanie (1) oddziatywan biatek O z
kompletnym origin fagéw Lamda i Stx oraz z poszczegdinymi iteronami, a takze okreslenie
kolejnosci i sposobu wigzania iterondw w origin, (2) zdolnosci biatek do tworzenia form
oligomerycznych i wskazanie aktywnej formy biatka odpowiedzialnej za interakcje z DNA, a
takze (3) wptywu rejonu AT-rich potozonego w obrebie origin na powinowactwo biatek
inicjacyjnych do DNA origin oraz zdolnosci tych biatek do interakcji z jednoniciowym DNA
rejonu AT-rich.

Do realizacji tych gtéwnych zadan Doktorantka zastosowata adekwatng i zréznicowang
metodyke badawczg, obejmujgca m.in. sieciowanie komplekséw biatkowych, testy typu EMSA
(przeprowadzone z wykorzystaniem réznego typu matryc DNA), a takze analizy footprint i
FRET. W pracy stworzono réwniez wirtualny model N-koncowej domeny biatka inicjacyjnego
faga 933W oraz dokonano jego analizy poréwnawczej, co dowodzi réwniez znajomosci metod
z zakresu bioinformatyki.

Rozdziat Wyniki rozpoczyna sie jednak dos¢ nietypowo — od przedstawienia
szczegotowych map genetycznych plazmiddéw, ktére skonstruowano w trakcie badan. Na
pierwszych 8 stronach tego rozdziatu zamieszczono w sumie 11 rycin. Niektére z nich (nr 3-5i
8-13) przedstawiajg niemal identyczne schematy konstruktéw plazmidowych, w ktorych
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inserty roznig sie nieznacznie sekwencjg (niekiedy s3 to réznice jedynie kilku nukleotyddw).
Przedstawiono przy tym rozbudowane mapy dla kilkudziesieciu enzymoéw restrykcyjnych,
nieistotnych dla konstrukcji plazmidéw. Zamieszczenie tych ilustracji w gtéwnej czesci pracy
nie byto dobrg decyzjg. W okrojonej i syntetycznej formie mogtyby one znalez¢ miejsce w
Zatgczniku rozprawy, i stanowi¢ dobre odniesienie m.in. do dwdéch podrozdziatéw Metod (4.2. i
4.3.), w ktdrych opisano konstrukcje tych plazmidéw. Ryciny te sprawiajg wrazenie roboczych
schematéw, nie zostaty one opracowane wedtug spojnego stylu, w niektérych (nr 3-5) nie
podano nazw plazmiddéw, a w innych przypadkach (nr 6-13) podane nazwy nie odpowiadaja
wilasciwym nazwom konstruktéw, zamieszczonym w podpisach rycin.

Analizujgc inne ryciny tej czesci rozprawy, chciatbym réwniez zwrdécié¢ uwage na powielenie
informacji zamieszonych na rycinach nr 1i 14 oraz 2 i 29, a takze na rozbudowane opisy
niektérych rycin, przedstawiajgcych rozdziat elektroforetyczny DNA i kompleksow
nukleoproteinowych (np. nr 21, 22, 39), ktére nie utatwiajg analizy przedstawionych wynikéw
(dobrym rozwigzaniem bytoby odpowiednie opisanie $ciezek tych zeli bezposrednio na
rycinach). Ponadto na rycinach 17BC i 19ABC wielkosci markeréw masy molekularnej biatek
powinny by¢ zaznaczone niezaleznie w kazdym panelu, a nie wspdlnie dla kilku réznych zeli.

Mam kilka pytan dotyczgcych tej czesci rozprawy:

- na Rycinie 22, przedstawiajgcej sieciowanie komplekséw biatek O, bezposrednio powyzej
dimeréw wyraznie widoczne sg nieopisane formy biatka. Jaka jest ich szacowana wielkos¢ i czy
zostaty one zdefiniowane?

- w testach EMSA, przeprowadzanych z wykorzystaniem réznych matryc DNA, kontrole
negatywng, w postaci DNA plazmidu pUC18, zastosowano jedynie w pierwszym
eksperymencie, badajacym specyficznosé wigzania biatek O do plazmidéw zawierajacych origin
(Ryc. 21). Nie zastosowano odpowiednich kontroli w pozostatych testach, w ktérych badano
interakcje biatek z krétszymi fragmentami DNA. W pierwszym z ww. testéw podano ilos¢
stosowanego biatka (250-500 ng), a w pozostatych przedstawiono jedynie proporcje biatka do
DNA (molarne ?). Poprositbym o ujednolicenie tych danych w prezentacji i krytyczng dyskusje
wynikow testéw EMSA;

- w tescie EMSA kotowej permutacji (Ryc. 39) wykorzystano piec¢ réznych matryc DNA. Rycina
38 sugeruje, ze do badan wybrano iteron 1 (Ryc. 38), a nie iteron 2 lub 3, wzgledem ktérych
biatka inicjacyjne fagédw wykazujg znacznie wieksze powinowactwo. Rycina 39 jest mato
czytelna. Czy eksperyment kotowej permutacji przeprowadzono kitkukrotnie? W $ciezkach 9 i
10 widoczne sg wyrazne rdznice w tempie migracji komplekséw nukleoproteinowych, chociaz
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w obu znajduja sie te same préby (matryca 5 + A0), co poddaje w watpliwos¢ wyniki tego
eksperymentu;

- zestawienie sekwencji N-koricowych czesci biatek O na Rycinie 34 nie uwzglednia ok. 20
poczatkowych aminokwasdéw, wéréd ktorych wystgpuje zmiana jednego aminokwasu.
Dlaczego pominieto ten fragment? Czy zostat on réwniez pominigty w stworzonym wirtualnym
modelu N-koricowej czeéci biatek inicjacyjnych? Na rycinach obrazujgcych ten model brakuje
wyraznie zaznaczonej lokalizacji aminokwaséw odmiennych wzgledem sekwencji biatka O
Lambda.

W Dyskusji przeanalizowano i krytycznie oméwiono kolejno wyniki wszystkich realizowanych w
rozprawie zadar badawczych. Rozdziat ten stanowi mocng i wartosciowa strone rozprawy,

a jego lektura przekonuje o dojrzatosci naukowe; Doktorantki i jej dogtebnej wiedzy z zakresu
podjetej tematyki. Dyskusje przeprowadzono na tle odpowiednio dobranych, aktualnych
pozycji bibliograficznych, ktérych zestawienie przedstawiono w rozdziale Literatura. Rozprawe
koriczy Podsumowanie, ktérego dopetnieniem jest spojny model, stworzony w oparciu o
wyniki rozprawy, przedstawiajacy hipotetyczne réznice w tworzeniu O-somoéw analizowanych
w pracy fagdéw lamdoidalnych.

Przedstawione w mojej recenzji uwagi, gtéwnie natury redakcyjnej i edytorskiej, nie
umniejszajg wartoéci merytorycznej rozprawy. Do najwazniejsze jej osiggnieé niewatpliwie
nalezy zaliczy¢:

- opracowanie nowej, skutecznej i wydajnej metody izolacji wysoce oczyszczonych preparatow
biatek inicjacyjnych fagéw lamdoidalnych. Nalezy podkreslic, ze wyniki tej czesci rozprawy
zostaly juz opublikowane w czasopismie Protein Expression and Purification, a Doktorantka
jest pierwszym i korespondujgcym autorem powstatej pracy;

- okreélenie po raz pierwszy wtasciwosci in vitro biatek O fagdw Stx oraz wskazanie
podobieristw i réznic wzgledem biatka inicjatorowego faga Lambda;

- uzyskanie wynikéw wskazujacych na to, iz mimo réznicy w strukturze origin, interakcje biatek
inicjatorowych fagéw Lambda i Stx z iteronami origin przebiegajg podobnie. Dodatkowe
iterony Stx sa marginalizowane podczas inicjacji replikacji, co sugeruje, iz zasadniczg korzyscia
ptynacy z ich wystgpowania moze by¢ zmiana sekwencji aminokwasowych biatek
inicjatorowych, rzutujaca na wtasciwosci tych biafek oraz strukture tworzonego przez nie O-
somu;
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- przedstawienie wstepnego modelu tworzenia komplekséw nukleoproteinowych w obrebie
origin Stx.

W mojej opinii, praca ta stanowi warto$ciowe opracowanie, a jej wyniki wnoszg nowe treéci do
ogolnej wiedzy na temat regulacji procesu inicjacji replikacji grupy fagéw Stx. Pozwalajg one
lepiej zrozumiec¢ przebieg podstawowego procesu kontrolujgcego rozwéj tych fagéw, co, ze
wzgledu na patogenny charakter niosacych je szczepéw EHEC, nabiera szczegélnego znaczenia.

Podsumowujac, badania przedstawione w recenzowanej rozprawie sa nowatorskie, wykonane
z zastosowaniem odpowiednio dobranych metod, a sama rozprawa stanowi spéjna
merytorycznie catos¢. Rozprawa przynosi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i
dowodzi ogélnej wiedzy Doktorantki w zakresie biologii molekularnej fagéw. W mojej opinii
praca ta spetnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim, dlatego zwracam sie do
Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny
Koztowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. dr hab. Dariusz Bartosik
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