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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Strzatki pt. ,,Rola topoizomerazy | w organizacji
chromosomow Streptomyces coelicolor oraz wptyw domeny C-koricowej na aktywnos¢ enzymu”.

Pani mgr Agnieszka Strzatka wykonata swojg prace doktorska w Zaktadzie Mikrobiologii
Molekularnej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem dr hab. Dagmary
Jakimowicz. Podjecie proby zrozumienia roli biatka TopA w przebiegu okreslonych etapow cyklu
zyciowego modelowego drobnoustroju Streptomyces coelicolor, a takze udziatu domeny C-koricowej
tego biatka w jego aktywnosci enzymatycznej i procesywnosci, uwazam za bardzo trafny i
uzasadniony wybdr, nie tylko z czysto poznawczego powodu. Promieniowce, ktdrych
przedstawicielem jest S. coelicolor, s3 bowiem zrdéznicowang grupg drobnoustrojéow, obejmujaca,
obok znanych producentéw antybiotykdw, takze rodzaj Mycobacterium, wewngatrz ktérego
wystepujg gatunki bedace jednymi z najgrozniejszych patogendw cztowieka. W przeciwienstwie do
wiekszosci bakterii, wyposazonych w dwie topoizomerazy typu |, promieniowce posiadajag w swoim
arsenale jedynie TopA, co czyni to wspétodpowiedzialne (wraz z gyrazg) za utrzymanie homeostazy
superskrecenia DNA biatko, enzymem niezbednym do przezycia komédrek, a zatem rdéwniez
przydatnym celem molekularnym dla terapii antybakteryjnych. Tak wiec poznanie szczegdtéw
dotyczacych mechanizmu dziatania i roli tego enzymu w przebiegu proceséw fizjologicznych tak
istotnej grupy drobnoustrojéw jest bardzo warto$ciowym kierunkiem badan.

Praca mgr Agnieszki Strzatki obejmuje 173 strony wydruku podzielonego na rozdziaty, o
uktadzie typowym dla prac doswiadczalnych, opatrzonego stosownymi tabelami, rycinami oraz
jednym zatgcznikiem.

Wstep pracy rozpoczyna sie podrozdziatem zawierajgcym przeglad informacji dotyczgcych
roznych sposobdéw organizacji chromosomu w komdrkach bakteryjnych oraz utrzymywania jego
prawidtowej struktury przestrzennej, w procesie replikacji i segregacji w trakcie formowania komérek
potomnych. Autorka stusznie podkreslita takze wazng role zjawiska superskrecenia w zapewnianiu
energii do przebiegu podstawowych procesdw metabolicznych na DNA oraz jego upakowywaniu w
komérce. Zgodnie z tematyka pracy, duzy nacisk potozyta na przyblizenie czytelnikowi roli
topoizomeraz w prawidtowym funkcjonowaniu nukleoidu oraz mechanizmu ich dziatania, ze
szczegbélnym uwzglednieniem budowy i funkcji jedynego przedstawiciela | typu topoizomeraz u
promieniowcéw — biatka TopA. Drugi z podrozdziatdw zostat poswiecony zagadnieniom zwigzanym z
cyklem zyciowym bakterii z rodzaju Streptomyces, szczegdlnie procesom wzrostu grzybni
wegetatywnej, formowania grzybni powietrznej i w konsekwencji wytwarzania przetrwalnikow,



a takze ich kietkowaniu. Klamrg, spinajgcg w logiczny sposéb oba podrozdziaty, sg akapity
poswiecone opisowi przebiegu replikacji i segregacji chromosomdw w trakcie catego cyklu zyciowego
S. coelicolor oraz omowieniu znaczenia biatka TopA w tych procesach. Co warte podkreslenia,
znaczaca czes$é swietnych publikacji cytowanych w tej czesci pracy, to wyniki badan prowadzonych
we wczesniejszych latach w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej UWr, $wiadczacych o znaczacej,
Swiatowe] pozycji pracownikdéw tej jednostki naukowej wsrdd grup badawczych zajmujacych sie
zagadnieniami organizacji i struktury chromosomu bakteryjnego.

Caty ten rozdziat, obejmujgcy 21 stron stanowi niezbedng podbudowe teoretyczng,
wprowadzajgcg nawet mniej zorientowanych czytelnikdw w, czesto bardzo pobieznie traktowane w
podrecznikach, zagadnienia relacji pomiedzy stanem topologii DNA, a prawidtowym przebiegiem
procesow fizjologicznych w komdrkach bakteryjnych. Z tego punktu widzenia uwazam ten rozdziat za
bardzo cenny. Niestety, musze takze zauwazy¢ kilka niescistosci, ktére wkradty sie do tekstu, a ktére,
jak sadze, wynikajg raczej z uzycia pewnych skréotow myslowych lub tez z nieuwagi i pospiechu w
przygotowywaniu tekstu, niz z nieznajomosci omawianych zagadnien. Poniewaz recenzja pracy
doktorskiej moze, a nawet powinna, spetnia¢ réwniez funkcje dydaktyczne, swoje uwagi wymieniam
ponizej:

. Na str. 17. mgr Agnieszka Strzatka stwierdza, ze wielkos¢ chromosomdw bakteryjnych waha
sie pomiedzy 0,6 a 30 Mpz. Ustalenie takiego zakresu nasuwa mi dwie watpliwosci. Pierwsza dotyczy
definicji najmniejszego genomu bakteryjnego. Domyslam sie, ze Autorka przyjeta tutaj jako granice
przyblizony rozmiar chromosomu bakterii nalezacych do rodzaju Mycoplasma. Przyjmujgc ten punkt
widzenia, choé nie do konica sie z nim zgadzajgc, prositbym o krétkie uzasadnienie takiego wyboru,
zwtaszcza w kontekscie zidentyfikowania tak matych genoméw bakteryjnych, jak u Candidatus Nasuia
deltocephalinicola (0,112 Mpz) czy Tremblaya princeps (0,139 Mpz). Druga moja watpliwos¢ dotyczy
najwiekszego genomu bakteryjnego. O ile mi wiadomo, prymat pierwszenstwa dzierzy glebowa
bakteria Sorangium cellulosum z genomem o rozmiarach ok. 14.7 mln pz. Poniewaz nie znalaztem w
pracy zadnego odnosnika literaturowego do publikacji prezentujgcej zidentyfikowanie chromosomu o
rozmiarach ponaddwukrotnie przekraczajgcych te wartos$¢, prositbym o wyjasnienie tej kwestii, a
takze o przedyskutowanie mozliwosci istnienia tak duzego genomu w kontekscie tzw. limitu van
Nimwegena.

° Na tej samej stronie Doktorantka stwierdza, ze ,zastosowanie DNA i enzymodw
restrykcyjnych” pozwolito na ocene wielkosci mikrodomen. Na poparcie tego stwierdzenia cytuje
dwie prace, jednakze jako autor jednej z nich musze sie nie zgodzi¢ z takim ujeciem. W 1981 roku
Sinden i Pettijohn oparli bowiem swoje pomiary na analizie kinetyki wigzania tréjmetylopsoralenu do
DNA, w ktérym generowano jednoniciowe pekniecia przy pomocy promieniowania gamma,
natomiast w pracy Stgczek i Higgins z 1998 r., do analizy wielkosci domen superhelikalnych
wykorzystaliSmy test oparty na reakcji rekombinacji miejscowo-specyficznej, zachodzacej pomiedzy
dwiema oddalonymi od siebie sekwencjami res. Prawdg jest natomiast, ze enzymy restrykcyjne
wykorzystano pdzniej do doprecyzowania oceny wielkosci mikrodomen, co opisano w publikacji
Postow i wsp., 2004, wzmiankowanej w kolejnym zdaniu.

. Z kolei na stronie 22. doszto do pomytki w podziale biatek NAP ze wzgledu na ich sposéb
dziatania.
. Mam réwniez pewne uwagi do niektorych stwierdzen zamieszczonych na stronach 23/24.

Autorka pisze np., ze minimalny zestaw topoizomeraz niezbednych do przezycia bakterii to po
jednym przedstawicielu topoizomerazy typu | i typu Il. Nie jest to oczywiscie btad, zwtaszcza ze
wspomniane sg przeciwne aktywnosci enzyméw, ale tez brakuje temu stwierdzeniu precyzyjnosci.
Podobnie, kilka zdan dalej, mowa jest o zmianie liczby superskretdw o 2 podczas dziatania



topoizomeraz klasy Il. Parametrem, ktéry zmieniajg topoizomerazy w DNA jest liczba oplecenr (L),
natomiast zmiana liczby superskretéw jest tylko konsekwencjg tego procesu. Nalezy tez pamietac, o
czym zresztg Doktorantka wspomina w innym miejscu, ze nie tylko liczba superskretow, ale réwniez
skok helisy DNA zmienia sie ostatecznie w wyniku dziatania topoizomeraz (w proporcjach,
odpowiednio ok. 70 : 30 %). Zatem gdyby przyja¢, ze topoizomerazy typu Il zmieniajg liczbe
superskretéw (AW) o 2, to zgodnie z Rys. 2.3 oraz przedstawionym na str. 20 wzorem, podczas
jednego cyklu dziatania tych enzymdw AL musiatoby przyjmowaé warto$¢ wiekszg niz 2, co nie jest
prawda. Z kolei stwierdzenie, ze gtdwng rolg gyrazy jest relaksacja pozytywnych superskretéw, samo
w sobie tez nie jest btedem, jednakze nie uwzglednia w petni funkcji gyrazy w globalnej homeostazie
superskrecenia DNA. Bardziej precyzyjne bytoby zatem stwierdzenie, ze gtdwng rolg gyrazy jest
wprowadzanie negatywnych superskretéw, gdyz uwzgledniatoby obie funkcje tego enzymu -
globalng (gdzie substratem jest gtdwnie zbyt stabo negatywnie superskrecony ewentualnie
zrelaksowany DNA) i lokalng (gdzie istotnie enzym spotyka sie z wygenerowanymi podczas
rozplatania helisy DNA pozytywnymi superskretami).

Cel pracy zostat sformutowany w postaci dwdch celéw gtdwnych obejmujgcych 1)
zrozumienie zaleznosci pomiedzy obnizeniem poziomu biatka TopA w komdrkach grzybni
wegetatywne] S. coelicolor a przebiegiem wzrostu grzybni wegetatywnej oraz sposobem
rozmieszczenia chromosomdédw w nowo powstajgcych strzepkach, oraz 2) poznanie roli domeny
C-koncowej biatka TopA S. coelicolor w aktywnosci biologicznej tego enzymu, szczegdlnie w
kontekscie jego wysokiej procesywnosci w warunkach in vivo. Cele te byly realizowane w oparciu o
liste dziewieciu dobrze przemyslanych zadan badawczych.

Kolejny rozdziat Materialy i Metody, zostat przedstawiony w sposdb bardzo czytelny, mogac
stanowi¢ wzor dla kolejnych doktorantéw. Zwtaszcza cze$s¢ metodyczna, w bardzo precyzyjny
i wyczerpujacy sposob przedstawia szczegdty zastosowanych technik badawczych i etapy
prowadzonych prac. Jest to szczegdlnie istotne w odniesieniu do trudnych dla niespecjalistéw
zagadnien, dotyczacych niuanséw budowy wektoréw plazmidowych oraz otrzymywania i selekcji
prawidtowych rekombinantéw. Jednoczesnie, po czesci rozumiejgc zamyst mgr Agnieszki Strzatki aby
przedstawi¢ w czesci metodycznej caty proces konstrukcji modelowych szczepdw, chciatbym sie nie
zgodzi¢ z takim podejsciem. Wydaje mi sie, ze w tym rozdziale powinny znalez¢ sie jedynie opisy
uniwersalnych technik stosowanych w realizacji zadain badawczych, natomiast szczegdty dotyczace
tworzenia konkretnych wektoréw i szczepdw oraz przeprowadzenia reakcji potwierdzajgcych ich
poprawnos$¢, powinny znalezé sie w czesci wynikowej. To bardzo wazina, a zarazem trudna
i pracochfonna czes$¢ tej niezwykle interesujgcej pracy doktorskiej i moim zdaniem umieszczenie jej w
Wynikach nadatoby jej stosownej rangi.

Wyniki. Ten najwazniejszy rozdziat pracy zawiera znakomite, niezwykle interesujace i
unikatowe rezultaty, czego najlepszym potwierdzeniem jest fakt, ze cze$¢ z nich zostata
opublikowana w jednym z wiodgcych miedzynarodowych czasopism — Nucleic Acids Research.

W pierwszej kolejnosci Autorka dokonata badan rdéinych etapéw wzrostu grzybni
promieniowca w kontekscie towarzyszacej temu procesowi replikacji, a takze segregacji i dystrybucji
chromosomoéw potomnych w obrebie powstajgcych strzepek, w warunkach zmian poziomu ekspresji
biatka TopA. W celu umozliwienia obserwacji tych zjawisk wykorzystata zestaw skonstruowanych
przez siebie szczepéw modelowych, w ktérych dziki wariant genu topA zostat zastgpiony jego wersjg
sklonowang pod kontrolg indukowanego promotora i jednoczesnie zdolnych do ekspresji biatek
fluorescencyjnych poddanych fuzji z biatkami rozpoznajgcymi region oriC chromosomu S. coelicolor



(ParB-EGFP lub TetR-mCherry), badZ zaangazowanym w tworzenie replisomu biatkiem DnaN (DnaN-
mChery lub DnaN-EGFP). Stosujgc mikroskopie fluorescencyjng o wysokiej rozdzielczosci byta dzieki
temu w stanie oznaczy¢ szereg waznych dla fizjologii drobnoustroju parametrow (m.in. odsetek i
tempo kietkowania spor, rozmiary strzepek, precyzyjng lokalizacje apikalnego chromosomu i dalszych
chromosomoéow w kietkujgcych strzepkach). Na ich podstawie wykazata, ze obnizenie poziomu
ekspresji TopA prowadzi m.in. do ostabienia zdolnosci kietkowania spor, spowolnienia procesu
wydtuzania strzepek grzybni wegetatywnej oraz do zmian morfologicznych w ich obrebie, czemu
towarzyszyty zaburzenia w segregacji i dystrybucji chromosomdéw w obrebie strzepek, wynikajace z
zaktécenia prawidtowego przebiegu replikacji.

W nastepnych dwéch podrozdziatach tej czesci pracy Doktorantka skupita sie na wyjasnieniu
roli domeny C-koricowej biatka TopA w jego aktywnosci enzymatycznej, w warunkach, odpowiednio,
in vitro i in vivo. Praca eksperymentalna zostata poprzedzona zaawansowang analizg
bioinformatyczng majacg na celu poréwnanie struktury pierwszorzedowej biatek TopA pochodzacych
z réznych gatunkdéw promieniowcow z TopA E. coli, a takze dokonanie przewidywania na podstawie
sekwencji aminokwasowej struktury drugorzedowej TopA S. coelicolor. Etap ten pozwolit przede
wszystkim na wykazanie, ze o ile wszystkie analizowane biatka dzielity pomiedzy sobg wysoki stopien
podobienstwa w obrebie domeny N-koncowej, o tyle w czesci C-korcowej wystepuje pewne
zrdéznicowanie wsrdéd biatek promieniowcow (liczba powtdérzen motywdw lizynowych, udziat
poszczegdlnych aminokwaséw w obrebie tych motywodw, liczba aminokwaséw o kwasowym
charakterze na samym C-koncu biatka), natomiast wszystkie one rdéznig sie znaczaco od TopA E. coli,
zawierajgcego zamiast powtarzalnych motywéw lizynowych, motyw palcdw cynkowych. W oparciu o
te obserwacje mgr Agnieszka Strzatka przebadata inne dostepne w bazie Uniprot biatka proteomdw
przedstawicieli Streptomyces, wykazujac, ze obecnos¢ motywdw lizynowych jest powszechna w
biatkach wigzacych DNA u bakterii tego rodzaju, natomiast ich dtugos¢, lokalizacja w obrebie biatka, a
takze udziat poszczegdélnych aminokwaséw sg cechami zmiennymi, zaleznymi od gatunku
drobnoustroju oraz typu biatka.

Zgromadzenie tych niezwykle interesujgcych danych nie byto jednak celem samym w sobie
dla Doktorantki, postawita sobie bowiem znacznie ambitniejszy cel. Uzyskang w ten sposdb wiedze
na temat unikatowej struktury C-konca biatka TopA promieniowcow postanowita bowiem
wykorzysta¢ kompleksowo do zrozumienia aktywnosci tego enzymu w komadrkach S. coelicolor. W
tym celu wykorzystata kolejny zestaw skonstruowanych przez siebie szczepdéw, zdolnych do
nadprodukcji zaréwno dzikiego, jak i siedmiu zmutowanych wariantow TopA, wsrdd ktérych na
szczegllng uwage zastuguje biatko w ktérym domene C-koricowa z motywami lizynowymi zastgpiono
zawierajgcg palce cynkowe domeng z TopA E. coli, a takze wariant catkowicie pozbawiony domeny C-
koncowej, oraz inny, pozbawiony dwdch kwasnych aminokwaséw na C-konicu. Po oczyszczeniu
wszystkich biatek i przeprowadzeniu stosownych oznaczerr bio- i immunochemicznych,
potwierdzajacych ich wtasciwosci, mgr A. Strzatka przeprowadzita analize ich wigzania do czterech
roznych fragmentéw liniowego DNA, odpowiednio, bogatego w pary AT badz GC oraz jedno lub
dwuniciowego, immobilizowanych na powierzchni mikrosensora SPR. Wyznaczone w ten sposdb
parametry wigzania i dysocjacji wskazaty, ze biatko TopA S. coelicolor wigze sie wydajniej do
jednoniciowego DNA natomiast w przypadku dwuniciowego DNA preferowane sg czgsteczki bogate
w pary AT. Zdolnos¢ do wigzania DNA, a takze wydajnos¢ tego procesu, sg zalezne od obecnosci C-
konca, jego sekwencji aminokwasowej i organizacji. Stosujgc ten sam zestaw biatek, przeprowadzita
nastepnie analize procesu relaksacji reporterowego, superskreconego DNA w warunkach in vitro,
wykazujgc ze domena C-koricowa jest niezbedna do usuwania negatywnych superskretéw z DNA,
natomiast zaburzenia w jej organizacji obnizajg te aktywnos$é, przy czym zastgpienie natywnej
domeny C-koncowej S. coelicolor domeng E. coli przywraca w pewnym stopniu te funkcje enzymu.



Mam w tym miejscu pytanie do Doktorantki jakie byto kryterium podziatu topoizomerdéw na
cztery kategorie, zobrazowane kolorami na Rys. 5.27, zwtaszcza, ze w stosowanych warunkach
rozdziatu elektroforetycznego nie jest mozliwa wizualizacja pojedynczych topoizomerdw silnie
superskreconego DNA.

Poniewaz analizy elektroforetyczne pozwalajg na zaobserwowanie jedynie efektu koricowego
przeksztatcen topologicznych DNA przez topoizomerazy, we wspotpracy z osrodkiem paryskim, mgr
A. Strzatka postanowita przeprowadzi¢ takie precyzyjne pomiary procesywnosci uzyskanych przez
siebie, oczyszczonych wariantéw TopA, przy pomocy zaawansowanej metodologii w postaci
zastosowania putapki magnetycznej sprzezonej z mikroskopem. Doswiadczenia wykonane z uzyciem
pojedynczych czgsteczek DNA do ktérych wprowadzono zdefiniowang liczbe superskretéw, pozwolity
na wykazanie, ze zarédwno motywy lizynowe domeny C-koncowej jak i, do pewnego stopnia,
obecnos$¢ kwasnych reszt aminokwasowych na C-koncu, sg warunkiem do osiaggniecia przez enzym
wysokiej procesywnosci. Zastgpienie ich domeng zawierajgcg palce cynkowe znaczgco ostabia
procesywnos$¢é TopA.

Ostatnim etapem tej znakomitej, kompleksowe]j analizy aktywnosci TopA S. coelicolor byto
przeprowadzenie badan roli domeny C-koricowej tego biatka dla jego funkcjonalnos$ci w warunkach
in vivo. Doktorantka poréwnywata w tym celu ponownie liczne parametry fenotypowe
skonstruowanych przez siebie mutantéw, w trakcie przebiegu cyklu zyciowego modelowych
drobnoustrojow, majac jako punkt odniesienia szczep noszacy dziki wariant genu topA. Wykazata, ze
procesywnosc¢ biatka TopA jest istotna dla fazy sporulacji, natomiast parametr ten nie jest istotny dla
fazy wzrostu wegetatywnego.

Te bardzo trudne do przedstawienia i kompleksowe rezultaty analiz zostaty zaprezentowane
w bardzo czytelny i zrozumiaty sposdb. Na szczegdlng pochwate zastuguje zakonczenie opisu kazdego
cyklu doswiadczen krétkim podsumowaniem, co znaczgco utatwia $ledzenie toku rozumowania
Doktorantki i stanowi jednoczesnie znakomite wprowadzenie w kolejny etap badan.

Podobnie jak czes¢ wynikowa, Dyskusja jest kolejnym sSwietnie przygotowanym rozdziatem
tej pracy. Autorka przedstawita swoje wyniki na tle osiggnie¢ innych badaczy w sposéb bardzo
dojrzaty i wywazony. Wnioski wyptywajace z przedstawionych doswiadczen sg wyciggane logicznie i
Swiadczg o umiejetnosci zachowania nalezinej ostroznosci i krytycyzmu naukowego. Z duig
przyjemnoscig i zainteresowaniem przeczytatem ten rozdziat, podzielajgc stanowisko Autorki. W
nawigzaniu do przedstawionego przez mgr Strzatke pogladu, ze proces sporulacji wymaga obecnosci
wysoce procesywnej topoizomerazy w zwigzku z zachodzeniem w tym czasie intensywnej replikacji i
segregacji wielu chromosomow, chciatbym spytaé, czy wg. Niej dodatkowa przestankg przemawiajgca
za koniecznoscia wysokiej procesywnosci moze by¢ fakt, ze TopA jest jedyng tego typu
topoizomerazg w komadrkach Streptomyces. Inaczej mdwigc, czy drobnoustrdj borykajgcy sie z
podobnymi problemami topologicznymi lecz wyposazony w dwie topoizomerazy typu |, ,,mdgtby
sobie pozwoli¢” na ich nizszg procesywnos¢?

Zatgczony w rozdziale Literatura spis pozycji literaturowych cytowanych w pracy obejmuje
wazne, dobrze dobrane publikacje naukowe, w wiekszosci z ostatniej dekady, natomiast w przypadku
prac dawniejszych, ich umieszczenie w wykazie znajduje uzasadnienie w historycznym charakterze
zawartych w nich danych. Niestety, Autorka przyjeta bardzo mato czytelng konwencje przedstawienia
tego wykazu. Ponadto nie wiadomo dlaczego przy jednych pozycjach zamieszczono adresy
internetowe, podczas gdy przy innych nie.



Whioski konncowe

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata napisana zwieztym, zrozumiatym
i dobrym stylistycznie jezykiem. Bardzo wysoko oceniam swietnie przemyslany, kompleksowy
charakter badan oraz szeroki zakres technik molekularnych i analiz bioinformatycznych stosowanych
przez mgr Agnieszke Strzatke, Swiadczacych o jej doskonatym opanowaniu warsztatu badawczego.
Chce w tym miejscu bardzo mocno podkresli¢, ze tego typu prace doktorskie, w ktorych aby osiggnaé
zamierzony cel niezbedna jest najpierw Zmudna, wieloetapowa konstrukcja dobrze
zaprojektowanych modeli badawczych, s czesto ryzykowne bowiem pomimo poprawnej realizacji
tego zadania, nie zawsze gwarantujg szanse otrzymania przewidywalnych, a nawet jakichkolwiek
logicznych wnioskéw. Dodatkowo zas, sg wykonywane pod presjg limitowanego czasu
przeznaczonego na realizacje doktoratu. Tym bardziej wiec doceniam odwage Promotora
i Doktorantki, uznajgc jednoczesnie bardzo wysoki walor naukowy pracy. Réwnie wysoko oceniam
zataczong dokumentacje prowadzonych badan.

Z obowigzku recenzenta, chciatbym zwréci¢ uwage na dos¢ duzg liczbe btedéw literowych,
nawet w tak kluczowych miejscach jak opis celéw pracy, pewng niestaranno$¢ w precyzowaniu
sformutowan (np. pierwsze zdanie rozdziatu 5.1.2.2 jest moim zdaniem niespdjne z jego tytutem,
zdanie ze str. 37 ,,... gyrazy, ktéra zwieksza negatywne superskrecenia.”, czy tez zdanie ze str. 78
,Uzyskano szczepy zawierajgce system FROS pozwalajgcy na deplecje biatka TopA oraz jego
nadprodukcje.”) oraz inne drobne uchybienia edytorskie, np. przenoszenie opisu pod rycinami na
kolejng strone wydruku (np. str. 31/32, 69/70, 73/74, 75/76 itd.), stosowanie terminu ,ilo$¢” w
odniesieniu do rzeczownikdéw policzalnych, brak wyjasnienia skrétu FROS.

Pomimo powyiszych uwag, uwazam prace mgr Agnieszki Strzatki za bardzo interesujaca
i majaca ogromny walor poznawczy, wynikajacy z podjecia oryginalnego problemu badawczego
oraz jego rozwigzania przy uzyciu bardzo szerokiej palety dobrze dobranych technik nowoczesnej
biologii molekularnej i bioinformatyki, a takie z wykorzystaniem dobrze skonstruowanych,
skomplikowanych modeli eksperymentalnych, co ostatecznie doprowadzito Doktorantke do
sformutowania szeregu uprawnionych, oryginalnych wnioskéw. Praca ta moim zdaniem zostata
zrealizowana na najwyiszym swiatowym poziomie i w petni odpowiada wymogom formalnym
stawianym rozprawom na stopien naukowy doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia,
zatem przedstawiam Radzie Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego
wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki Strzatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Zwazywszy na tak wysoki poziom naukowy recenzowanej pracy doktorskiej, potwierdzony
publikacja cze$ci wynikbw w wiodacym miedzynarodowym czasopi$mie naukowym z zakresu
biologii molekularnej, a takze bioragc pod uwage wspoétautorstwo Doktorantki w dwdch innych
publikacjach w renomowanych czasopismach, wnosze réwniez do Wysokiej Rady o wyréznienie
pracy doktorskiej mgr Agnieszki Strzatki stosowna nagroda.
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