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Pracownia Replikacji DNA i Stabilnosci Genomu

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Sebastiana Dorawy pt.,

“Charakterystyka molekularna polimerazy DNA faga Tt72 bakterii Thermus
thermophilus MAT72.”

Zachowanie wysokiej wiernosci replikacji DNA ma fundamentalne znaczenie dla zapewnienia
wiernego przekazywania informacji genetycznej w czasie podzialéw komoérkowych, jak rowniez w
czasie replikacji wiruséw i przekazywania materiatu genetycznego do fagéw potomnych. Opisano
wiele polimeraz DNA, ktére wystepuja w komorkach eukariotycznych, prokariotycznych oraz
Archeonach a takze wirusowe polimerazy, ktore kodowane sa w genomach wirusowych. Ze
wzgledu na ogromng réznorodno$¢ organizméw prokariotycznych i zasiedlanych przez nie
srodowisk, pewna luke stanowi wiedza na temat polimeraz bakteriofagéw namnazajacych si¢ w
bakteriach termofilnych. W swoje pracy mgr Sebastian Dorawa opisuje termofilng polimeraze DNA
faga Tt72 bakterii Thermus thermophilus MAT72. Praca doktorska mgr. Sebastiana Dorawy zostata
wykonana na Wydziale Biologii w Katedrze Mikrobiologii, Uniwersytetu Gdanskiego pod
kierunkiem prof. dr. hab. Tadeusza Kaczorowskiego.

Praca przygotowana jest w formie monografii i ma ukfad typowy dla tego typu prac.

Wstep. W dos¢ obszernym Wstepie Doktorant opisuje rodziny polimeraz, ktére wystgpuja we
wszystkich domenach zycia. Kazdej z rodzin polimeraz Doktorant poswigca oddzielny podrozdziat.
W czesci opisujacej rodzine B polimeraz znajduje si¢ zdanie. ,,Wyjatkiem sg polimerazy DNA z
organizméw eukariotycznych, u ktérych wigkszo$¢ nie posiada aktywnosci korektorskiej.”
Prosilabym o komentarz do tego stwierdzenia.

Poniewaz opisywana przez Doktoranta polimeraza DNA faga Tt72 nalezy do polimeraz z rodziny
A, budowa centrum aktywnego polimerazy oraz egzonukleazy, a takze mechanizm dziatania
polimeraz zostaty oméwione na przykladzie budowy polimerazy I z E. coli, ktéra jest takim
modelem Sevres dla tej rodziny polimeraz.

W dalszej czesci Wstepu Doktorant omawia znane bakteryjne polimerazy termofilne wystepujace w
termofilnych bakteriach oraz Archeonach. Polimerazy te naleza do rodziny polimeraz A oraz
rodziny polimeraz B. W Tabeli 2 zebrane sa gtéwne polimerazy termofilne z podziatem na rodziny
polimeraz i krotka ich charakterystyka.
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Poniewaz polimerazy z fagéw termofilnych sa stabo poznane, opisana jest tylko jedna taka
polimeraza z bakteriofaga G20c infekujaca bakteri¢ Thermus thermophilus, dalsze rozdzialy wstepu
poswigcone sg opisaniu cyklu zyciowego oraz przedstawiony jest krotki opis fagowej polimerazy
T7, enzymu nalezacego do polimeraz klasy A. Wstgp zamyka opis zastosowania r6znych polimeraz
fagowych w biologii molekularne;j.

Cel pracy jest Scisle zdefiniowany i mozna go krdotko podsumowaé, jako charakterystyke na
poziomie molekularnym termofilnej polimerazy DNA bakteriofaga vB_Tt72 infekujgcego bakterie
Thermus thermophilus.

Kolejny rozdzial to Materialy i Metody. W rozdziale tym zawarte sg wszystkie niezbedne
informacje dotyczace zastosowanych szczepoéw i plazmidéow bakteryjnych, oligonukleotydow
wykorzystanych do konstrukeji plazmidéw do klonowania oraz mutagenezy ukierunkowanej w celu
otrzymania mutantow polimerazy DNA faga Tt72, skiady buforéow i podlozy. Metody sg
szczegotowo opisane, co jest pomocne w $ledzeniu wynikow.

Wyniki. Doktorant wykonal ogromna prace charakteryzujac polimeraza DNA bakteriofaga
vB_Tt72. Praca ta poszerza nasza wiedz¢ o kolejng termofilng polimeraze z rodziny A. Jak
wspomina Doktorant we Wstepie jest to pierwsza tak dokladnie scharakteryzowana polimeraza tej
rodziny bakteriofagéw. Praca porusza szereg zagadnien i zawiera wiele wynikow, z ktérych za
najbardziej znaczace uznatabym:

1. Sklonowanie genu polimerazy faga vB Tt72 oraz ustalenie warunkéw nadprodukcji i
etapow czyszczenia polimerazy Tt72.

2. Wykazanie, ze polimeraza DNA faga Tt72 nie komplementuje wzrostu szczepu E. coli
JS200 [pBR322] recA718 polA12® z termowrazliwym wariantem polimerazy DNA 1.,
podobnie jak dwie inne polimerazy DNA z termofilnych fagow ¢YS40 oraz TMA.

3. Okreslenie optymalnych warunkéw reakcji; temperatury (55°C), stezenia jonéw Mg** (0,5
mM MgCl), pH 8,5 i soli (25 mM KCl).

4. Wykazanie, ze obecnos¢ znacznika histydynowego zaréwno na N- koncu jak i C-koncu
biatka nie ma wptywu na aktywnos$¢ polimerazy.

5. Okreslenie stabilnosci termicznej polimerazy.

6. Wykazanie, ze chemiczne czaperony takie jak Trehaloza czy TMAO podwyzszaja stabilnosé
termiczng polimerazy DNA Tt72 i aktywnos¢ polimerazy w temperaturze 65°C i 75°C.

7. Wykazanie, ze aktywno$¢ egzonukleotyczna polimerazy nie jest catkowicie hamowana
przez wysokie st¢zenia ANTP (1 mM).

8. Wykazanie, ze badana polimeraza nie ma aktywnosci terminalnej transferazy.

Dlaczego, gdy badany byt wplyw temperatury na aktywnosé egzonukleolityczng polimerazy DNA
Tt72 nie zaobserwowano w Zadnym przedziale temperatur obnizenia aktywnosci
egzonukleolitycznej w obecnosci 100uM dNTPow (Ryc. 35)? Taki wplyw obserwowano badajgc
aktywnos¢ tej polimerazy w temperaturze 55°C. (Ryc.34)
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W swojej pracy Doktorant wykorzystat test a-komplementacji w genie lacZ a w plazmidzie pSJ3
stosowany do pomiaru wiernosci replikacji in vitro. Wykorzystujac ten test okreslit cz¢stos¢ mutacji
i wierno$é¢ replikacji dla polimerazy DNA Tt72 typu dzikiego. Chciatabym zwroci¢ uwage, ze
delecja 43 nukleotydéw nie jest mutacja przesuwajacg ramke odczytu.

Chciatabym, zeby w czasie obrony Doktorant wyjasnil dokladnie, w jaki sposéb liczona byla
czestos¢ mutacji oraz wiernosé replikacji, poniewaz nigdzie w tekscie nie ma o tym ani stowa.

Znaczna cze$¢ Doktoratu po$wiecona jest analizie funkcjonalnej polimerazy Tt72. Dla polimerazy
tej na podstawie sekwencji i przypisania jej do rodziny polimeraz rodziny A poprzez modelowanie
homologiczne stworzony zostat model strukturalny. W modelu tym, podobnie jak w modelu dla
polimerazy I DNA z E. coli, mozna wyrdzni¢ domeng¢ egzonukleazy oraz polimerazy z
subdomenami, palcow, srédrecza i keciuka. Na potrzeby walidacji tego modelu Doktorant
skonstruowal szereg mutantéw, 10 w domenie egzonukleazy oraz 21 w domenie polimerazy.
Wszystkie niosty zmiany w wysoko konserwowanych motywach, zmiany korespondujace z ich
odpowiednikami w polimerazie 1 E. coli, ktore to wedlug przewidywan modelu moga byc¢
zaangazowane w aktywno$é katalityczng domeny egzonukleazy lub polimerazy. Wszystkie te
zmutowane warianty polimerazy Tt72 zostaty oczyszczone i poddane wnikliwej analizie.

Najwazniejsze wyniki dotyczace domeny egzonukleazy.

1. Wprowadzone mutacje w domenie egzonukleazy nie powoduja znaczacych zmian w
strukturze biatka, co potwierdzono badajac stabilno$¢ termiczng zmutowanych wariantow
polimerazy.

2. Potwierdzono, ze reszty aminokwasowe D15, E17, D78, Y180 oraz Y184 sg zaangazowane
w tworzenie centrum katalitycznego domeny egzonukleazy. Ich podstawienie do Alaniny
powoduje istotne obnizenie aktywno$ci katalitycznej egzonukleazy przy zachowaniu
wysokiej aktywnos$ci polimerazy i znacznie obnizonym stopniem powinowactwa do
substratu dsDNA. Wierno$¢ replikacji obnizona jest od 2-3 razy.

Badajac wplyw poszczegdlnych reszt aminokwasowych domeny polimerazy na jej aktywnos¢
katalityczna skonstruowano podwdjne mutanty, ktére zawsze zawieraly mutacj¢ inaktywujaca
domene egzonukleazy, D78A oraz kolejne podstawienia aminokwasowe w przewidzianych na
podstawie struktury siedmiu konserwowanych motywach. Skonstruowano 21 takich mutantow.

Ze wzgledu na bardzo duza liczbe analizowanych wariantéw polimerazy za najwazniejsze Wyniki

dotyczace domeny katalitycznej uznatabym:
1. Wykazanie, ze wprowadzone mutacje w domenie polimerazy nie powoduja znaczacych
zmian w strukturze biatka, co potwierdzono badajac stabilnos¢ termiczng zmutowanych

wariantow polimerazy.



W INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI
B POLSKIEJ AKADEMII NAUK

2. Wykazanie, ze niektére ze zmutowanych wariantdw polimerazy miaty w sposéb istotny
obnizone wigzanie do DNA (Kp) i czgsto obnizong aktywnos¢ katalityczng, co mogto
wskazywaé, ze te reszty petnig istotng rol¢ w wigzaniu polimerazy do dsDNA. .

3. Wytypowanie reszt aminokwasowych D384, D615, S616, ktdre tworza centrum katalityczne
polimerazy Tt72 i wykazanie, ze zamiana do Alaniny prawie calkowicie hamuje aktywnos¢
polimerazy w przypadku wariantow D384A i D615A, natomiast aktywnos¢ katalityczna
wariantu S616A jest tylko nieznacznie obnizona.

W Tabeli 34 brakuje danych dla wariantu polimerazy D78A, czyli wariantu referencyjnego.

W pracy Doktorskiej pokazano jeszcze, ze polimeraz DNA Tt72 posiada zdolnos¢ procesowania
lepkich koncéw w DNA powstatych w skutek np. dziatania enzymdw restrykcyjnych. Wypetnia
konce 5’ oraz usuwa kohezyjne konce od strony 3°, co prowadzi do otrzymania tepych koncoéw
DNA. Posiada takze zdolnos$¢ usuwania jednonukleotydowych nawiséw (dA) z koncéw 3’
produktéw reakcji PCR.

Dyskusja jest chyba najlepiej napisanym rozdzialem w pracy. W sposob bardzo klarowny
podsumowuje wyniki uzyskane w pracy. W Dyskusji duzo miejsca poswigcono na omdwienie
wynikow dotyczacych roli, jakie moga petnic¢ reszty aminokwasowe w domenie egzonukleazy
czy polimerazy, ktére byly przedmiotem analizy w pracy i byly wytypowane poprzez
poszukiwanie analogii pomiedzy wygenerowanym modelem polimerazy Tt72 a strukturg
fragmentu Klenow DNA [ z E. coli. Tutaj zabraklo mi odniesienia, ktéra konkretnie struktura
polimerazy I DNA z E. coli byla tg referencyjng struktura, na ktérg powotuje si¢ Doktorant w
Dyskusji. W Dyskusji opisana jest nie tylko budowa polimeraz z rodziny A, ale takze
mechanizm dziatania polimerazy w oparciu o bogaty przeglad literaturowy.

W czasie czytania tej pracy nasuneto mi si¢ kilka pytan, ktore chciataby zadacé Doktorantowi.

1 Jakie czynniki determinujg wiernosc¢ replikacji DNA?

2 O czym moze swiadczy¢ obniione powinowactwo badanych mutantéw polimerazy do
DNA?

3 Czy polimeraza DNA Tt72 moze miec zastosowanie aplikacyjne?

4 Czy planowane sq dalsze prace nad polimerazami o YS40 oraz g TMA?

Oceniajgc t¢ prace chciatabym podkresli¢, ze Doktorant postuzyt si¢ szerokim wachlarzem
metod biofizycznych jak réwniez metodami czysto biochemicznymi i mikrobiologicznymi do
opisania wlasciwosci fizykochemicznych i molekularnych badanej polimerazy. Duza czesé
wynikdéw zostata opublikowana w 2022 roku w czasopi$mie International Journal of Molecular
Sciences gdzie Doktorant byl pierwszym autorem. Uwazam, ze wyniki zamieszczone w pracy
doktorskiej sg bardzo ciekawe i w sposob istotny poszerzaja nasza wiedzg¢ na temat polimeraz z
rodziny A. Mgr Sebastian Dorawa wykazat si¢ wiedza teoretyczna w zakresie prowadzonych
badan oraz umiejg¢tnoscia prowadzenia pracy badawcze;.
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia
wymogi okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z p6zn.
Zm.) w zw. z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz. 1669 z pézn. Zm.).
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