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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Jadackiej pt. ,,Rola produktu genu pro

bakteriofaga P1 w morfogenezie wirionow”

Rozprawa doktorska mgr Pauliny Jadackiej, wykonana pod kierunkiem Pani dr. hab.
Matgorzaty FEobockiej, prof. SGGW, Jest mocno osadzona w uprawiane] od wielu lat
mikrobiologicznej tematyce Samodzielnego Zakladu Biologii Mikroorganizméw Szkoty Giéwnej
Gospodarstwa Wigjskiego w Warszawie. Szkole tej mozna przypisa¢ co najmniej dwa wyrézniki.
Pierwszy, to wieloletnie zainteresowania bakteriofagami czyli wirusami bakteryjnymi. Drugi zas, to
solidna i konsekwentna metodologia badawcza.

Przedmiotem badan Doktorantki jest okreélenie roli produktu genu pro w morfogenezie faga
P1, ktéry obok bakteriofagéw A i T4 nalezy do fagéw najlepiej poznanych pod wzgledem biologii
molekularnej. Jest to fag infekujacy Escherichia coli i inne bakterie jelitowe, ktéry utrzymywany jest
w lizogenach jako stabilny niskokopijny plazmid.

Recenzowana praca napisana jest wedtug tradycyjnego uktadu prac doktorskich i zawiera
wszystkie formalnie wymagane czgsci, tj.: przeglad literatury, cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusja, podsumowanie, bibliografia, materiaty uzupetniajace dotyczace miedzy innymi sktadu
biatkowego wirionéw mutantéw faga P1 z inaktywowanym genem pro i faga P1 typu dzikiego, sktadu
aminokwasowego procesowanej i nieprocesowanej formy biatka DarA i bialka gp23 oraz
zamieszczone na poczatku rozprawy doktorskiej krétkie streszczenie w Jezyku polskim i angielskim
jak i tez wykaz stosowanych skrétéw. Cata praca liczy 212 stron.

Podjecie si¢ przez Doktorantke badan dotyczacych roli produktu genu pro w morfogenezie
faga P1 uwazam za zadanie wazne nie tylko ze wzgledéw poznawczych, ale i potencjalnie
praktycznych.

Przeglad literatury, poprzedzony jest krotkim wstepem dotyczacym dojrzewania pregtéwek
fagébw ogonkowych. U podstaw zrozumienia molekularnych mechanizméw sktadania i dojrzewania
wirionow lezy, jak pisze Doktorantka, poznanie wzajemnych oddziatywan miedzy gtéwnymi biatkami
struktury, biatkami tworzacymi rusztowanie, biatkami kompleksu portalu, a takze biatkami
odpowiedzialnymi za wyrzut materialu genetycznego wirusa podczas infekcji gospodarza. W
pierwszym podrozdziale mgr Paulina Jadacka przedstawita inicjacje procesu dojrzewania pregtéwek
fagbw i zwrécita uwage na trzy zaproponowane mozliwe scenariusze dojrzewania pregléwek

wirionéw, tj. 1. Z inicjacja procesu dojrzewania z udzialem biatka portalu, 2. Bez udzialu biatka



portalu w inicjacji procesu sktadania wirionéw, ale z ich dotaczaniem do pregiéwki w pézniejszym
etapie, 3. Z inkorporacja biatka portalu w koficowym procesie formowania pregiowki.

W drugim podrozdziale Doktorantka oméwita rol¢ blony komérkowej gospodarza w
morfogenezie pregtéwek fagéw. Przypuszcza si¢ bowiem, ze zwiazanie biatka portalu gp20 faga T4 z
btong komérkowa rozpoczyna proces dojrzewania pregtéwek fagowych, jakkolwiek dopuszcza sig, ze
warunkiem inicjacji tego procesu nie musi by¢ bezposredni kontakt biatka portalu z btong komoérki.

Przedstawiajgc role biatek komérkowych warunkujacych prawidlowa morfogeneze pregtéwek
fagéw podkreslita, ze aktywnosé biatek operonu groE jest niezbedna w morfogenzie Jjedynie u
niektérych fagéw. Krétko scharakteryzowata udzial bialek rusztowania w morfogenezie fagéw
podkreslajac ich wysoka specyficznosé, ktéra w wigkszosci przypadkéw ograniczona jest do jednego
typu struktury. W kolejnym rozdziale przegladu literatury Doktorantka przedstawita klasyfikacje
biatek rusztowania ze wzgledu na ich lokalizacjg i ksztait formowanego kapsydu. Biatka te mogg bra¢
udzial w okreslaniu ksztattu i rozmiaru dojrzewajacej gtéwki. Opisata klasyfikacje endoproteaz
bioracych udziat w morfogenezie pregiéwek bakteriofagéw, ktéra opiera si¢ na dwdch
wspolistniejacych systemach, zaproponowanych przez Komisj¢ Enzyméw (EC) i MEROPS; oméwita
gléwne biatka gléwki zaznaczajac, ze wigkszos¢ fagéw do budowy wirionéw wykorzystuje tylko
Jeden typ biatka strukturalnego, opisata stabilizacj¢ $cian kapsydu przez umieszczone na jego
powierzchni, tzw. biatka dekorujacego, fagowe proteazy pregtéwki jako narzedzie dla przemystu
biotechnologicznego, ktére moga by¢ wykorzystane do oczyszczania rekombinowanych biafek, a w
ostatnim podrozdziale przedstawita nietypowe aspekty procesu morfogenezy modelowego faga PI,
ktéry moze tworzy¢ gtéwki o trzech typach morfologicznych. Doktorantka podkreslita, ze plazmidy
utworzone na bazie faga P1 postuzyty do konstrukcji wektoréw do klonowania duzych fragmentéw
DNA, a rekombinaza Cre faga P1 jest cennym narzedziem biotechnologicznym wykorzystywanym w
inzynierii genoméw bakteryjnych in vivo. Wskazata réwniez, ze mutacje o warunkowo letalnym
fenotypie, powodujace niezdolnosé¢ do procesowania prekursora DarA, dotyczg genu pro co sugeruje,
ze biatko Pro uczestniczy w proteolizie DarA, a takze moze petni¢ inna funkcja, niezb¢dng dla
litycznego rozwoju faga P1.

Cele pracy, opisane przez Doktorantk¢ w kolejnym rozdziale, zostaly sformutowane jasno i
uwazam je za powazne wyzwanie naukowe, gdyz ich realizacja nie byla zadaniem tatwym i wymagata
przeprowadzenia wielu réznych badan z uzyciem réznych specjalistycznych technik.

Rozdziat ,Metody” zostat podzielony na 9 podrozdzialéw, w ktérych mgr Paulina Jadacka
przedstawita w formie tabel materiat badawczy, tj. szczepy E. coli, szczepy drozdzowe Pichia
pastoris, plazmidy bakteryjne i drozdzowe, sposrdd ktérych wiele byto skonstruowanych przez
Doktorantke, oligonukleotydy, podfoza hodowlane, sktad wykorzystywanych buforéw i roztworéw,
wzorce mas czgsteczkowych DNA i bialek oraz oprogramowania wykorzystywane podczas analiz

bioinformatycznych.



W rozdziale ,Metody” Pani Paulina Jadacka opisata preparatyke DNA plazmidowego z
komérek E. coli, DNA chromosomalnego z P. pastoris, trawieniec DNA restryktazami, ligacje,
przygotowanie komérek kompetentnych E. coli i P. pastoris, transformacje komérek E. coli i P.
pastoris, elektroforeze DNA w zelu agarozowym i elucje DNA z zeluy, amplifikacje DNA metoda
PCR, konstrukcje plazmidéw ekspresyjnych i rekombinacyjnych niosgcych zmodyfikowane formy
wybranych genéw faga P1, konstrukcj¢ wektoréw rekombinacyjnych niosacych zmodyfikowane
formy genu pro faga P1, nadprodukcje rekombinowanego biatka Pro faga P1 w systemie pColdIII,
nadprodukcje rekombinowanego biatka Pro faga P1 w systemie pET, nadprodukcje rekombinowanych
biatek gp23 i DarA faga P1 w systemie ekspresyjnym pDM1.1, nadprodukcje rekombinowanego
biatka Pro faga P1 w systemie ekspresyjnym P. pastoris, oczyszczanie biatek rekombinowanych faga
P1 w warunkach niedenaturujacych, przygotowanie prébek biatkowych pozyskiwanych ze SZCZEPOW
E. coli i szczepéw drozdzowych P. pastoris do elektroforezy w  denaturujacym  zelu
poliakrylamidowym, elektroforeze biatek w denaturujgcym Zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE),
elektrotransfer biatek z zeli poliakrylamidowych na filtr nitrocelulozowy, wykrywanie biatek z
etykieta histydynowg na filtrze nitrocelulozowym z wykorzystaniem przeciwciata anty-(His)s,
monitorowanie proteolizy substratéw genu pro faga P1 w komérkach E. coli, badanie retencji
plazmidéw pPJA1, pPJA2, pPJA3 w komérkach szczepéw BL21, BL21 pLysS, C43, wyznaczenie
krzywych wzrostu E. coli, oznaczenie miana fagéw metodg dwuwarstwowa, indukcje litycznego
rozwoju faga Plcl-100 mod749::1S51S1::Tn9 i jego pochodnych, lizogenizacje komérek E. coli
fagiem P1 c1-100 mod749::1S51S1::Tn9 i jego pochodnymi, precypitacje fagéw z lizatu, oczyszczanie
fagébw poprzez wirowanie w 0.1 M octanic amonu, konstrukcje mutantéw faga Plcl1-100
mod749::1S51S1::Tn9 z insercyjnie zinaktywowanym genem pro, komplementacjg¢ mutacji genu pro
faga P1 przez gen pro sklonowany w plazmidzie, wizualizacje fagéw z wykorzystaniem
transmisyjnego mikroskopu elektronowego, sekwencjonowanie DNA i identyfikacj¢ biatek przy
udziale spektrometrii mas.

Chece nadmieni¢, ze wszystkie techniki badawcze zostaty szczegélowo opisane i dobrze
dobrane do realizacji celéw pracy. Doktadny i klarowny opis metod badawczych zawsze pochwalam
gdyz takie podejscie ufatwia interpretacje wynikéw. Na uwage i pochwale zastuguja réwniez
wiasnorgcznie przygotowane przez Doktorantke schematy prezentujace konstrukcje plazmidow
ekspresyjnych i rekombinacyjnych, ktére byty wykorzystane w badaniach.

W kolejnym rozdziale ,,Wyniki”, mgr Paulina Jadacka jasno i szczegélowo oméwita
wszystkie uzyskane wyniki i zamiescita je na 47 stronach, proporcjonalnie do wielko$ci zadania.
Zostaly one nie tylko dobrze opisane, ale takze klarownie przedstawione na rysunkach i w tabelach.
Pierwszy etap badan dotyczyt konstrukcji pochodnych faga P1 cl-100 mod749::1S5IS1::Tn9 ze
zinaktywowanym genem pro poprzez insercj¢ kasety niosacej gen opornosci na kanamycyne. W tym
celu Doktorantka wykorzystata rekombinacje¢ homologiczna, w wyniku ktérej doszto do wymiany

migdzy odpowiadajacymi sobie fragmentami genu pro zinaktywowanego kaseta kanamycynowag
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obecnego na plazmidzie pPBE1, a Jego niezmutowang wersja w genomie faga P1. Doktorantka ustalita
nastgpnie, w oparciu o wielkosé fragmentéw DNA plazmidu PPBEI trawionego enzymami
restrykcyjnymi Xhol i BstXI, ze kierunek transkrypcji kasety opornosci na kanamycyne
wrekombinowanej w genom faga P1 jest zgodny z kierunkiem transkrypcji zinaktywowanego przez
nig genu profaga.

Drugim watkiem recenzowanej pracy byla identyfikacja pochodnych faga P1 c¢1-100
mod749::1S51S1::Tn9 z inaktywowanym genem pro. W tym celu Doktorantka, po wprowadzeniu do
komoérek szczepu N99/P1 c1-100mod749::1S5 1S1::Tn9 plazmidu pPBEI1 z kaseta kanamycynows i
zainicjowaniu procesu rekombinacji, lizogenizowata fagami uzyskanego lizatu komérki E. coli C600 i
selekcjonowata metoda replik podwéjne rekombinanty, ktére nie zawieraty plazmidu zintegrowanego
z genomem P1, a zawieraty w genomie faga P1 jedynie kaset¢ opornosci na kanamycyne. Poprawnosé
insercji kasety opornoéci na kanamycyne do genu pro badanego faga P1, Pani Paulina Jadacka
potwierdzita na podstawie wielkosci amplikonéw (3656 bp) uzyskanych w reakcji PCR ze starterami
komplementarnymi do genéw prt i lyz flankujacych gen pro.

Za wazny element badan Doktorantki uwazam okreslenie wplywu inaktywacji genu pro na
rozwoj lityczny faga P1 c1-100 mod749::1S51S1::Tn9. Mgr Paulina Jadacka wykazata, ze brak
produktu genu pro nie wptywa na zdolnosé faga P1 do powodowania lizy komérki po termicznej
indukcji litycznego rozwoju profaga. Wykazata takze, ze badane rekombinanty faga P1 nie byly
zdolne do lizogenizacji wrazliwych komérek ani do tworzenia tysinek na warstwie komorek szczep6w
wrazliwych na faga P1.

W oparciu o analizg morfologii fagéw P1 ze zinaktywowanym genem pro, w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym, udokumentowata udziat biatka Pro tego faga w ksztattowaniu wiasciwej
morfologii wirionéw. Wykazata bowiem i zaprezentowata na bardzo tadnych zdjeciach, ze wiriony
mutantow to giéwki pozbawione ogonkéw i ogonki uktadajace si¢ w struktury zwane poliogonkami, a
zatem oddzielone od siebie struktury wirionu niezdolne do infekcji wrazliwych komérek bakteryjnych.

Za wazne zadanie badawcze uwazam réwniez analizg¢ wplywu inaktywacji genu pro na sktad
biatkowy wirionéw faga P1 c1-100 mod749::1S5IS1::Tn9 w oparciu o sktad peptydowy potencjalnych
substratéw biatka Pro faga P1 typu dzikiego oraz mutantéw ze zinaktywowanym genem pro (biatek
gp23, DarA i DarB) okreslonym przy uzyciu spektrometrii mas (LC-MS-MS/MS) oraz analize
MASCOT. Analiza sktadu peptydowego potencjalnych substratéw proteazy Pro faga P1 typu dzikiego
i zmutowanego wykazata, ze mutanty nie sg zdolne do procesowania biatek gp23, DarA i DarB, ktére
sa substratami proteazy Pro.

Aby uzyska¢ proteaz¢ Pro w aktywnej formie, Doktorantka opracowala metode jej
nadprodukcji umozliwiajaca redukcje toksycznego wptywu biatka Pro na komérke gospodarza. Pani
Paulina Jadacka w tym celu skonstruowata plazmid ekspresyjny pPBE3 niosgcy zrekombinowany gen
pro faga P1, wzbogacony o sekwencj¢ kodujaca znacznik polihistydynowy, pod kontrolg promotora

genu cspA, ktorego produkt jest gidwnym biatkiem zimnego szoku u E. coli. Aby uzyskaé
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maksymalng indukcje ekspresji genu pro, Doktorantka, oprécz obnizenia temperatury hodowli bakterii
(15°C) dodata do podioza hodowlanego IPTG co uzupetnia system pCold w niezalezny element
regulacyjny oparty na dzialaniu operonu laktozowego. W wyniku transfromacji komérek TOP 10 i
KRX mieszaning ligacyjng (strawiony enzymami BamH1 i HindIII plazmid pColdIll oraz plazmid
PBE2) Doktorantka uzyskata niewielki odsetek klondw z pozadang wstawka. Rekombinowane biatko
probowata nadprodukowaé¢ w komérkach E. coli BL21 Pro-(His)s. Niestety, metoda immunodetekcji z
przeciwcialami pierwszorzgdowymi przeciwko znacznikowi polihistydynowemu, Doktorantka nie
zidentyfikowata biatka Pro-(His)s wéréd biatek komérek zawierajacych plazmid pPBE3.

Mgr Paulina Jadacka do badania nadprodukcji biatka Pro wykorzystata réwniez drozdzowy
system Pichia pastoris, ktéry polega na dotaczeniu do konca 5 klonowanego genu, DNA, ktéry
koduje sygnat sekrecyjny (sekwencja liderowa czynnika koniugacyjnego @ -Mf drozdzy
Saccharomyces cerevisiae) umozliwiajacy wydzielanie na zewnatrz produktu fuzji biatka z peptydem
sekrecyjnym. Doktorantka, aby wprowadzi¢ gen pro do genomu P. pastoris KM71H, skonstruowata
plazmid pPBE4 (pochodna plazmidu pPICZ GA), w ktérym gen pro jest pod kontrola promotora genu
oksydazy alkoholowej AOX1. Niestety, w zadnym z uzyskanych integrantéw P. pastoris, Pani Paulina
Jadacka nie stwierdzifa sygnatu $wiadczacego o obecnosci biatka aMf-(His)¢-Pro stosujac metode
immunodetekcji z przeciwciatami pierwszorzedowymi przeciwko znacznikowi polihistydynowemu na
filtrze nitrocelulozowym. W celu weryfikacji czy mimo syntezy &Mf-(His)s-Pro w komoérkach P.
pastoris nie dochodzi do degradacji GMf-(His)s-Pro przez proteazy zewnatrzkomérkowego
pochodzenia, hodowlg drozdzy wzbogacano o hydrolizat kazeiny. Niestety, i tym razem Doktorantka
nie stwierdzita produkcji biatka 4Mf-(His)s-Pro. Produkcji aMf-(His)¢-Pro mgr Paulina Jadacka nie
wykazata réwniez metoda chromatografii cieczowej potaczonej z spektrometrig mas, kiedy biatka
frakcji pozakomérkowej z hodowli integrantéw rozdzielita w 10% zelu poliakrylamidowym, a
fragmenty Zzelu z biatkami o masie czasteczkowej zblizonej do masy ¢Mf-(His)s-Pro poddata trawieniu
trypsyna.

Kolejne wazne i trudne zadanie podjgte przez Doktorantke to nadprodukcja biatka Pro z
wykorzystaniem pochodnej plazmidu pET (pPJA1). Plazmid ten wprowadzono do komérek szczepéw
BL21 i BL21/pLysS E. coli. Do uzyskania nadekspresji genu T7tag-pro-(His)s, mgr Paulina Jadacka
zastosowala, zgodnie z zaleceniami producenta systemu pET, standardowsa procedurg, a wiec
temperatur¢ hodowli bez induktora jak i z induktorem (IPTG) wynoszaca 37°C i stezenie:
karbanicyliny 50 pg/ml, chloramfenikolu 30 pg/ml, glukozy 0.2%, IPTG 0.5 mM. Wsréd biatek
komérek zawierajacych plazmid pPJA1, w réznym czasie po indukcji ekspresji genu T7tag-pro-(His)s,
Doktorantka nie wykazala obecnosci biatka T7tag-pro-(His)s stosujac przeciwciala przeciwko
znacznikowi polihistydynowemu, czego przyczyna, jak udokumentowata to Pani Paulina Jadacka,
byla utrata plazmidu pPJA1 we wszystkich komérkach po indukcji co moze wigzaé sig, z
toksycznoscia produktu genu T7tag-pro-(His)s. Doktorantka zmodyfikowata warunki hodowli bakterii

co istotnie zmniejszyto utrate plazmidéw pPJA1 przez komdrki i wykazata, ze poprawa retencji
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plazmidu pPJA1 w komérkach E. coli BL21 umozliwita identyfikacje biatka T7tag-Pro-(His)s. Z faktu
identyfikacji biatka T7tag-Pro-(His)g Jedynie w komérkach zawierajacych plazmid pPJA1 i plazmid
pLysS (z genem kodujacym amidaze faga T7 hamujaca aktywnosé polimerazy RNA faga T7), w
ktérych retencja plazmidu pPJA1 jest wieksza niz w komérkach tylko z plazmidem pPJAI, mgr
Paulina Jadacka wywnioskowala, ze obnizenie ekspresji genu 77tag-pro-(His); w komérkach
zawierajgcych plazmid pPJA1 w potaczniu z wigksza liczba tych komérek powoduje wigksza
produkcje biatka T7tag-pro-(His)s. (str 121).

Bardzo waznym watkiem recenzowanej pracy byla weryfikacja funkcjonalnosci fizjologicznej
biatka Pro ze znacznikiem polihistydynowym, produkowanego na matrycy genu sklonowanego w
plazmidzie. W tym celu Doktorantka zbadata czy dziki gen pro sklonowany w plazmidzie
komplementuje funkcje genu pro mutanta faga P1 c1-100 mod749::1S5 ISI::Tn9 pro::kan®, Mgr
Paulina Jadacka wprowadzita do komérek E. coli BL21 i BL21/pLysS z plazmidem pPJA1 (T 7tag-
pro-(His)s) DNA fagowych klonéw mutantéw P1 ¢1-100 mod749::1S5 1S1::Tn9 pro::kan®™ metodg
elektroporacji. Aby sprawdzi¢ funkcjonalnosé nadprodukowanego z plazmidu pPJAl biatka Pro
Doktorantka infekowata oczyszczonymi lizatami komérki E. coli C600, a insercje kasety
kanamycynowej w genie pro mutantéw w zlizogenizowanych nimi komérkach E. coli C600
potwierdzita poprzez jej amplifikacje metodg PCR. Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki wyraznie
wykazaly, ze mutanty P1 z insercyjnie zinaktywowanym genem pro, po namnozeniu w komdérkach
szczepu C600, produkujacego biatko Pro, byty zdolne do infekcji dzigki komplementacji mutacji w
genie pro przez gen obecny na plazmidzie. Dane te potwierdzily takze funkcjonalnosé fizjologiczng

biatka Pro zakodowanego na plazmidzie pPJA1.

Kolejny wazny problem badawczy to opracowanie metody otrzymywania substratéw proteazy
Pro co stanowi istotny element badari nad systemem proteolitycznego procesowania biatek pregiéwki
faga P1 w uktadzie niezaleznym od bakteriofaga. Doktorantka skonstruowata plazmidy zawierajace
geny 23 oraz DarA faga P1 wzbogacone o sekwencj¢ kodujgcg znacznik polihistydynowy w oparciu o
ekspresyjny wektor pDM1.1. Plazmidowe DNA Doktorantka przeniosta do komérek E. coli C600, a
nastepnie plazmidy z wstawka o poprawnej sekwencji przeniosta do komérek ekspresyjnego szczepu
C43 1 badala optymalng temperatur¢ hodowli bakterii oraz optymalny czas, od indukcji ekspresji
genéw sklonowanych w plazmidach, do uzyskania wydajnej syntezy biatka gp23-(His)s oraz DarA-

(His)s .

Ostatnie zadanie badawcze, ktérego podjeta si¢ Doktorantka to analiza aktywnosci
proteolitycznej T7tag-Pro-(His)s w komérkach produkujacych potencjalne substraty tej proteazy, ale
pozbawione innych bialek faga P1. W tym celu, mgr Paulina Jadacka do komoérek E. coli C43
zawierajacych plazmid z genem 17tag-pro-(His)s (pPJAl) wprowadzita plazmidy z genami
kodujacymi potencjalne substraty proteazy Pro: pPJA2 - gp23-(His)s i pPJA3 — DarA - (His)s i badata
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czy w komérkach syntetyzujacych substraty biatka Pro zachodzi ich proteolityczne procesowanie.
Proteolityczne procesowanie substratéw proteazy Pro Doktorantka potwierdzita na podstawie ich
przewidywanej ruchliwosci elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym jak i analizy sekwencji
peptydéw oczyszczonych biatek stosujac spektroskopi¢ mas (LC-MS-MS/MS). Uzyskane przez Panig
Pauling Jadacka wyniki jednoznacznie wykazaly, ze biatko Pro-(His)s zdolne jest do proteolitycznego
procesowania biatek gp23 i DarA bez udziatu innych biatek faga P1. Poprzez poréwnanie otoczenia
sekwencji trawionych przez proteaze Pro substratéw (E*SV-gp23, E*SV-DdrB, E*Al-DarA)
Doktorantka zaproponowata prawdopodobne motywy sekwencji, w obrebie ktérych zachodzi
hydroliza wigzania peptydowego przez proteaze Pro i wykazata, ze obecnosé reszty kwasu

glutaminowego w rozpoznawanym przez proteaze¢ Pro motywach ESV, EAI jest cechg dla nich

charakterystyczng.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostalty oméwione w rozdziale »Dyskusja” na tle
dostepnych danych gléwnie z najnowszej, ale tez i starszej literatury przedmiotu. Rozdziat ten
napisany jest bardzo dojrzale i komunikatywnie, a jego lektura nie pozostawia watpliwosci, ze mgr
Paulina Jadacka bardzo dobrze zna aktualny stan wiedzy w zakresie prowadzonych badan.
Doktorantka wszechstronnie i niezwykle rzeczowo konfrontuje wyniki wlasne z danymi z literatury.
Chce podkreslié, ze Pani Paulina Jadacka zamieicita w rozdziale »Dyskusja” informacje o
sklasyfikowaniu biatka Pro faga P1 do klanu peptydaz SH zgodnie z klasyfikacja MEROPS w oparciu
o analiz¢ informatyczng sekwencji aminokwasowej biatka Pro, w ktérym zidentyfikowata motywy z
reszig histydynowa (YGHGR) w pozycji 55-59 i reszta serynowa (GWSWA) w pozycji 67-72, ktére
sa charakterystyczne dla klanu peptydaz SH. Ponadto, Doktorantka na podstawie analizy
informatycznej sekwencji aminokwasowej proteazy Pro wykazata podobiefistwo struktury tej proteazy
do proteazy gp2/ faga T4. I w tym momencie mam pytanic do Doktorantki, dlaczego te wazne
informacje wynikajace z wiasnych badan, dotyczace klasyfikacji biatka Pro i jego struktury, nie
zostaly zamieszczone w rozdziale ,Wyniki”. Na koniec chce podkreslié, ze z ,Dyskusji”
jednoznacznie wynika jak wazne zadanie poznawcze zostalo podjete w pracy doktorskiej przez

Doktorantke i jak ogromnie ztozone sa problemy badane przez Panig Pauline Jadacka.

Rozprawe konczy wspomniane wczesniej ,,Podsumowanie”, ,Bibliografia” oraz ,Materiaty
uzupetniajace”. Zaden z tych rozdziatéw nie budzi moich zastrzezen. ,,Podsumowanie” uzyskanych
wynikéw wyraznie wskazuje na duze znaczenie poznawcze przeprowadzonych badan. Chce
podkresli¢, bardzo dobrze wykonane i uzyteczne dla recenzenta schematy konstrukcji plazmidéw
zamieszczone w rozdziale ,,Metody” i ,,Wyniki”, a takze schematy np. organizacji genéw w module
odpowiedzialnym za dojrzewanie kapsydéw fagéw ogonkowych czy tez np. dotyczace struktury

proteazy Pro faga P1 i proteazy gp2] faga T4 zawarte w rozdziale ,,Dyskusja”.



Druga moja uwaga zawiazana z recenzowang rozprawa doktorska dotyczy rozdziatu
mwotreszczenie”, w ktérym bardzo krétko, moim zdaniem zbyt skrétowo, przedstawita najwazniejsze
uzyskane wyniki. Chce podkreslié, ze rozdzial ten Pani Paulina Jadacka zakoficzyta stuszng refleksja,
ze proteaza Pro, ktéra do swojej aktywnosci nie wymaga wolnych koncéw jest ,.atrakcyjnym
narzedziem biotechnologicznym np. do oczyszczania rekombinowanych biatek”. Rozdzial
.Bibliografia” jest opracowany starannie, a zgromadzona literatura zostata umiejetnie wykorzystana w
rozdziale ,,Przeglad literatury” i »Dyskusja”. Chce jeszcze nadmienié, ze calg prace doktorska, Pani

Paulina Jadacka poprzedzita informacja o finasowaniu badat.

Reasumujgc stwierdzam, ze szeroko zakrojone i niezwykle pracochtonne badania zostaty
przeprowadzone prawidtowo pod wzgledem metodycznym. Tak wykonane badania uwiarygodniajg
uzyskane wyniki i wyciagniete wnioski, a ich niewatpliwe znaczenie poznawcze z pewnym aspektem

aplikacyjnym jest niezwykle wazne.

Wnhiosek koncowy

Majac na uwadze przedstawione dane dotyczace formalnej, metodycznej i merytorycznej
oceny pracy doktorskiej Pani mgr Pauliny Jadackiej pt. ,,Rola produktu genu pro bakteriofaga P1 w
morfogenezie wirionow” stwierdzam, ze rozprawa ta stanowi oryginalne osiagniecie naukowe i wnosi
nowe dane do nauki. Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobra znajomoscig literatury przedmiotu,
umicjetnoscia wykorzystania nowoczesnych technik badawczych i bardzo duzg konsekwencjg w
realizacji zatozonych celéw.

W $wietle powyzszych danych uwazam, Ze rozprawa doktorska mgr Pauliny J adackiej spetnia
wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim. W zwiazku z powyzszym wnosze¢ do Rady
Wydziatu Rolnictwa i Biologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o
dopuszczenie Pani mgr Pauliny Jadackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze
wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny i metodyczny ocenianej rozprawy oraz bardzo
staranne 1 przejrzyste opracowanie uzyskanych wynikéw i calej rozprawy doktorskiej, stawiam
wniosek do Wysokiej Rady o wyréznienie recenzowanej pracy doktorskiej mgr Pauliny Jadackiej

stosowng nagroda.
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