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Rada Naukowa Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Strzatki pod tytutem: ,Rola
topoizomerazy | w organizacji chromosomoéw Streptomyces coelicolor oraz wpiywu
domeny C-konncowej na aktywnos¢ enzymu”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Strzatki dotyczy analizy
dynamiki chromosomalnego DNA Streptomyces coelicolor oraz analizy aktywnosci
topoizomerazy TapA w procesie segregacji materiatu genetycznego. Praca zostata wykonana z
Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej a promotorem pracy jest Pani dr hab. Dagmara Jakimowicz.

Segregacja chromosoméw jest jednym z kluczowych proceséw pozwalajgcych na prawidtowe
dziedziczenie przez komérki potomne materiatu genetycznego. Mechanizmy molekularne
zwigzane z dynamikg chromosomalnego DNA nie zostaty ciggle do konca poznane. Trudnoscig
w badaniu tego procesu jest wystepowanie wielu czynnikéw, ktére wptywajg na segregacje
chromosomalnego DNA. W bakteriach zidentyfikowano szereg takich czynnikow w tym
topoizomerazy, ktére wptywajg na superskretnos¢ DNA chromosoméw bakteryjnych. Badanie
procesu segregacji chromosomow jak i badania topoizomeraz jest wazne w szczegdlnosci w
kontekscie rosngcego zagrozenia zwigzanego z rozprzestrzenianiem sie w mikroorganizmach
opornosci na antybiotyki. Wykorzystanie do badan modelu Streptomyces jest zasadne z uwagi na
ciekawg biologie tego gatunku, ale réwniez z uwagi na produkcje metabolitow wtérnych o
wiasnosciach antybakteryjnych i antygrzybiczych. Uwazam, Zze podjecie tematu rozprawy i
realizacja opisanych celéw byty jak najbardziej zasadne.

Rozprawa doktorska Pani mgr Strzatki ma klasyczng organizacje to znaczy zawiera rozdziaty:
Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Bibliografia, Wykaz skrotéw i rozdziat
Zatgczniki w ktérym znalazto sie poréwnanie sekwencji aminokwasowej homologéw TopA.
Catos¢ poprzedza dobrze napisane w jezyku polskim i jezyku angielskim streszczenie pracy.
Nalezy podkreslié, ze cata praca zostata napisana bardzo dobrze pod wzgledem jezykowym.
Poza nielicznymi drobnymi potknieciami jest bardzo mato btedéw i prace bardzo dobrze sie czyta.



Autorka w umiejetny sposob, dobrym jezykiem naukowym i poprawng sktadnig prowadzi
czytelnika w lekturze trudnego merytorycznie tekstu. Jako nieliczne potknigcia nalezy wymienic¢
stosowanie skrotu rpm zamiast obr/min, nie najzreczniejsze uzycie stowa ,namnazanie” w
kontekscie reakcji PCR, uzywanie stowa ,ilosS¢” w kontekscie liczby czasteczek czy policzalnej
liczby usuwanych superskretow, stowa ,wyzszy” w kontek$cie czasu reakcji czy stosowanie
nieprawidtowej odmiany rodzajowej ,DNA”. To mate btedy, ktérych trudno sie catkowicie ustrzec
piszgc teksty naukowe w jezyku polskim. Nie obnizajg one wartosci pracy. Tak chwale prace za
dobry styl nalezy rowniez doceni¢ dbato$é o strone graficzng. Ryciny zostaty przedstawione w
bardzo czytelny sposéb. Jedyne zastrzezenie to niektére opisy/legendy rycin umieszczono na
kolejnej stronie tekstu co utrudniato lekture. W tekscie znajdujg sie tez niepotrzebne przerwy
edycyjne. Wydaje sie tez, ze wprowadzenie akapitdw w spisie bibliografii utrudnia znalezienie
nazwiska pierwszego autora publikacji. Sg to jednak szczegodty, ktére nie wptywajg na ocene
pracy. Jeszcze raz podkreslam, ze praca pod wzgledem edytorskim zostata przygotowana
bardzo starannie.

Wstep bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane w rozprawie a
przytaczana literatura obejmuje zaréwno starsze prace jak i te opublikowane w ostatnim czasie.
Cel pracy zostat dobrze zdefiniowany. Przedstawiono réwniez dwa kluczowe pytania na ktére
autorka z powodzeniem przedstawia odpowiedzi w rozdziatach Wyniki i Dyskusja. Rozdziat
Materiaty i metody zawiera doktadne opisy stosowanych metod badawczych. Pewien niedosyt
pozostawia opis eksperymentéw z zastosowaniem putapki magnetycznej dla oznaczania
procesywno$ci topoizomerazy. Nie znajduje informacji czy i jesli tak to w jaki sposéb
kontrolowano liczbe czasteczek topoizomerazy zwigzanych z DNA? Bardzo prosze o
wyjaénienie. W rozdziale materiaty i wyniki znalazty sie bardzo dobre i utatwiajgce lekture
schematy konstrukcji szczepéw. Obok nich znajdujg sie tez wyniki weryfikacji uzyskanych klonéw
oraz analiza poziomu/ilosci biatka TopA i jego wariantéw w skonstruowanych szczepach.
Uwazam, ze te ostatnie dane mozna by juz zaliczy¢ jako wyniki i mogty by znalez¢ sie wraz ze
szczegbtowa analizg i opisem w rozdziale Wyniki lub Zatgcznikach. Analiza eksperymentéw typu
Western nie zostata w odréznieniu od innych danych eksperymentalnych przedstawionych z duza
szczegbtowoscig. Z przyjemnoscig analizuje sie wyniki eksperymentéw przedstawionych w
dalszej czesci pracy. To eksperymenty przeprowadzone i opisane z wielkg starannoscig i
jakoscig. Przeprowadzona analiza statystyczna jest na wysokim poziomie i pozwala sgdzi¢ o
duzej biegtosci autorki pracy w jej stosowaniu. Ryciny zawierajg zdjecia po klatkowe zywych
komoérek z widocznymi sygnatami fluorescencyjnymi czynnikéw dla analizy dynamiki
chromosomalnego DNA. To bardzo trudne do przeprowadzenia eksperymenty wymagajgce
duzych umiejetnosci i dosSwiadczenia. Nalezy je oceni¢ bardzo wysoko. Na niektorych rycinach
stabo widoczny jest sygnat DIC (kanat szary) (np. Rysunek 5.3). Czy nie utrudniato to
przeprowadzenie pomiaréw? To jedyna uwaga co do jakosci technicznej przeprowadzonych

doswiadczen. Eksperymenty w tej pierwszej czesci rozdziatu Wyniki dotyczg badan in vivo



dynamiki chromosoméw Strepromyces. Skonstruowanie odpowiednich szczepéw z obnizonym i
podwyzszonym poziomem TopA, oraz analiza pozycji origin replikacji, pozycji polimerazy DNA, i
chromosomalnego DNA pozwolity na okreslenie efektéw fenotypowych topA. Autorka wykazata,
ze odpowiedni poziom TopA jest niezbedny dla zdolnosci spor do kietkowania, prawidtowego
wzrostu grzybni wegetatywnej jak réwniez do prawidtowego rozdziatu chromosoméw w
strzepkach i pozwala na utrzymanie statej odlegtosci pierwszego chromosomu wzgledem
wierzchotka strzepki. Eksperymenty zostaty zaplanowane i przeprowadzone z najwyzsza
jakoscia.

Druga czes¢ rozdziatu Wyniki dotyczy gtéwnie analizy biochemicznej TopA. Oczyszczenie
wariantow delecyjnych biatka i przeprowadzenie eksperymentéw analizujgcych kinetyke enzymu
doprowadzity do okreslenia roli domeny C-koricowej biatka w wigzaniu DNA. Autorka wykazata,
Zze powtarzalne motywy lizynowe odpowiadajg za niespecyficzne wigzanie DNA i stabilizujg
kompleks nukleoproteinowy. Szczegdlnie interesujace wydajg sie eksperymenty nad
procesywnoscig TopA a w szczegolnosci eksperymenty z putapkg magnetyczng podczas ktérych
autorka analizowata czas opoéznienia reakcji, liczbe krokéw reakcji i liczbe usuwanych
superskretow. Czy eksperymenty z uzyciem putapki magnetycznej wymagaty standaryzacji liczby
czgsteczek TopA? Réwniez i w tej czesci pracy badania byly bardzo dobrze zaplanowane i
wykonane.

W rozdziale Dyskusja autorka omawia otrzymane wyniki w kontekscie poprzednich prac
zespotu oraz wynikéw uzyskanych w innych o$rodkach. Dyskusja jest przeprowadzona bardzo
merytorycznie. W rozdziale znalazt si¢ tez wySmienity schemat ilustrujgcy w bardzo czytelny
sposob wyniki uzyskane w pracy i na podstawie tych wynikéw znaczenie TopA w rozwoju S.

coelicolor. To bardzo dobre podsumowanie rozprawy.

W podsumowaniu recenzji pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona praca Pani mgr Agnieszki
Strzatki spetnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Wnioskuje do Rady
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki

Strzatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na uzyskanie przez autorke wysmienitych wynikéw istotnych dla dyscypliny
naukowej, znajdujgcych uznanie miedzynarodowe wnioskuje do Rady Wydziatu Biotechnologii

Uniwersytetu Wroctawskiego o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Strzatki.
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