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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Roberta Michala Boratynskiego zatytulowanej
,,Charakterystyka i wlasciwosci fizyko-chemiczne nietypowych endonukleaz
restrykeyjnych klasy I1S”

Praca doktorska Pana mgr Michata Boratynskiego zostala wykonana w Katedrze
Biotechnologii Molekularnej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem
Pana prof. dr hab. Piotra Skowrona oraz opieka promotora pomocniczego Pani dr Agnieszki
Zylicz-Stachuli. W Katedrze tej od lat eksploruje si¢ z powodzeniem tematyke izolacji i petnej
charakterystyki biochemicznej endonukleaz, co pozwolito na wypracowanie bardzo dobrego
warsztatu pracy.

Niniejsza dysertacja doktorska jest calosciowo spdjna, a jej przedmiotem jest opis
proceséw izolacji, aktywnosci oraz charakterystyki wiasciwosci fizyko-chemicznych
nietypowych nukleaz restrykcyjnych. Problematyka enzymoéw restrykcyjnych jest bardzo
wazna z punktu widzenia biologii molekularnej, badan genetycznych oraz chemicznych. Jest
to bardzo szeroka dziedzina wiedzy rozwigzujgca takie zagadnienia jak interakcje biatko-DNA,
budowa centrum aktywnego, procesy rozpoznawania réznych sekwencji DNA, czy cigcia DNA
w zdefiniowanych miejscach. Dodatkowo uzyskane w tej materii wyniki badan genetycznych 1
biologicznych mogg stuzy¢ do konstrukeji mimetycznych syntetycznych zaawansowanych
systemdéw o wiasciwosciach endonukleaz.

Przedstawiona praca sktada si¢ z dziewigciu rozdziatéw opisanych na 171 stronach.
Uklad pracy mozna by bylo uzna¢ za standardowy przynajmniej w naukach chemicznych,
jednakze Autor pracy zdecydowat si¢ na przedstawienie celu pracy w pierwszym rozdziale, a
streszczenia w drugim rozdziale. W opinii Recenzenta jest to bardzo dobre rozwigzanie, ktore
znacznie ulatwia zapoznanie si¢ z przedstawiong w dysertacji tematyka.

W rozdziale pierwszym, moja uwage przykut opis celu pracy, ktory chociaz jest dos¢ dobrze i
szczegbtowo zdefiniowany to brakuje mi w nim przede wszystkim odpowiedzi na pytanie z
jakiego praktycznego powodu badanie nowych systeméw restrykcyjnych lub restrykeyjno-
metylujacych jest istotne? Rozumiem, ze dla Autora pracy pytanie to moze by¢ na tyle
trywialne, ze odpowiedZ na nie zostata uj¢ta w omawianej czgsci pracy.

Pan mgr Robert Boratynski rozpoczal dysertacj¢ bardzo dobrze napisanym wstepem,
wprowadzajacym czytelnika w tematykg systemow restrykcyjno-modyfikujacych (R-M)
charakteryzujac ich prawdopodobne funkcje i znaczenie, mechanizmy regulacji, podziat oraz
szczegOtowy opis endonukleaz, a konczac charakterystyka bakterii termofilnych.
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Ten fragment pracy jest napisany dobrze wskazujac na swobodne poruszanie si¢ Doktoranta w
opisywanym obszarze badawczym. Jednakze, wzbogacenie tej czgsci pracy schematami lub
rysunkami na pewno wplyneto by na dopetnienie tego fragmentu.

Rozdzial 4 i 5 (razem 40 stron) zawiera opis materiatow i metod wykorzystywanych w pracy.
Po przeczytaniu tych rozdziatéw bylem pod wrazeniem dokladnosci opisu poszczegdlnych
zastosowanych protokotéw eksperymentalnych. Tak staranny opis pozwala na odtworzenie
wszystkich eksperymentow opisanych w pracy.

Uzyskane przez Autora rezultaty realizowanych badan, a takze ich dyskusja zostala
przedstawiona w rozdziale 6. Pierwszy podrozdzial 6.1 zawiera charakterystyke bakterii
termofilnych Bacillus ilicheniformis, w tym ich pochodzenie, opis hodowli, identyfikacj¢ oraz
metody izolacji. Identyfikacje gatunkowa komorek bakteryjnych przeprowadzono uzywajac
peptydowego profilowania bakteryjnego za pomoca metody spektrometrii mas MALDI-TOF
w komercyjnym laboratorium. Po przypisaniu bakterii do gatunku opisano system identyfikacji
R-M jako Bill.

Nastepny podrozdziat 6.2 zawiera opis eksperymentu, w ktérym wykryto, ze lizat bakterii B.
licheniformis posiada aktywnos¢ restrykcyjng wobec DNA faga A (ryc. 6) oraz plazmidu
pUC19 (ryc.7). co potwierdzilo obecnos¢ REazy w badanym materiale. Ponadto, okreslono
wstepne warunki procesu trawienia DNA. W dalszym etapie pracy Autor dysertacji opisuje
optymalizacje warunkéw hodowli szczepu termofilnego, wyznaczajac optymalny czas wzrostu
bakterii oraz temperature hodowli. Ten fragment pracy przeplatany jest ciekawg dyskusja
wynikéw $wiadczacych o przemysleniach Doktoranta, ktory nie kopiuje automatycznie
procedur, lecz stara sie je rozwaznie analizowa¢. W kolejnych podrozdziatach pracy zostata
opisana procedura izolacji oraz oczyszczania enzymu. Aktywnos¢ endonukleolityczna
otrzymanych frakcji oraz aktywnosci enzymu Bill podczas oczyszczania okreslono wobec
referencyjnego plazmidu L pUC19. Po oczyszczaniu na ztozu fosfocelulozowym dokonano
rozdziahu elektroforetycznego SDS-PAGE bialek stosujac jako markery wielkosci bialek:
fosforylaze B (97 kDa), albuming (66 kDa) owoalbuming (45 kDa) i lizozym (14 kDa — tego
biatka nie widaé na elektroforegramach ryc. 19-21), ustalajac za pomoca krzywej wzorcowe)
mase biatka Bill na 59-59.5 kDa (ryc . 22). Podsumowujac procedurg oczyszczania Autor
zebral dane w tabeli 5 wykazujgc, ze po kazdym z etapéw stopien oczyszczenia enzymu
wzrastal wraz z jego aktywnoscia specyficzng.

Kolejny podrozdzial 6.3 zawiera opis metody wyznaczania masy czgsteczkowej biatka Bill za
pomoca saczenia molekularnego. Stosujac odpowiednie krzywe kalibracji Doktorant
wyznaczy} promien Stokesa na 34 A, a mase czasteczkowa na 60 +/- 9 kDa potwierdzajac w
ten sposob wezesniej otrzymang masg¢ enzymu.

W nastepnym podrozdziale 6.4 mgr Boratynski opisuje wihasciwosci fizyko-chemiczne
otrzymanego bialka, wyznaczajgc optymalne parametry pracy enzymu: temperaturg, pH oraz
zaleznos¢ aktywnosci biatka od stezenia octanu magnezu i chlorku sodu, stosujgc jako substrat
reakcji plazmid L pUC19. W nastgpnym kroku posiadajac zoptymalizowane parametry
dzialania endonukleazy przeprowadza eksperymenty majace na celu charakterystyke
specyficznosci substratowej tzn. ustalenie sekwencji rozpoznawanej i cigtej przez enzym Bill.
Do tego celu uzywa DNA bakteriofaga T7, &, plazmidow pUC19, pBR222 oraz pACYC184.
Uzyskane wyniki zostaty poréwnane z danymi dla enzyméw referencyjnych (brak informacji
jakimi?) i potwierdzily, ze specyficzno$¢ badanej nukleazy jest identyczna do endonukleazy
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restrykcyjnej Bsal. W celu wyjasnienia, czy wyizolowany enzym jest izoschizomerem czy
neoschizomerem wykorzystana zostala strategia sekwencjonowania polegajgca na przecigciu
matrycy sekwencyjnej za pomoca endonukleazy, nastgpnie wyizolowaniu fragmentow
oligonukleotydowych i ich sekwencjonowaniu wariantem fluorescencyjnym metody
Sangera.W wyniku tego eksperymentu Doktorant dowiodt, ze enzym Bill jest izoschizomerem
endonukleazy Bsal, posiadajgcym inne parametry fizyko-chemiczne, oprécz wysokie]
aktywnosci w buforze o niskim poziomie stgzenia soli.

W powyzej opisanym fragmencie zostaly skrupulatnie opisane wykorzystywane metody
poczawszy od wyboru i hodowli odpowiednich bakterii do izolacji i zaawansowanej
charakterystyki biochemicznej enzymu posiadajacego aktywnos¢ endonukleazy restrykeyjne;.
Jednakze, w tych badaniach zabraklo wzglednie nieskomplikowanej metody wyznaczania masy
czasteczkowej jaka jest spektroskopia mas za pomoca ktorej nie tylko mozna okresli¢ doktadna
mase czasteczkowa biatka, lecz réwniez pokusi¢ sie o jego identyfikacje w mieszaninach
innych makromolekut.

W drugiej czesci pracy (podrozdziaty 6.5-6.8) mgr Boratynski podjat si¢ analizy genetyczno-
biochemicznej enzymu TspDTI pochodzacego z bakterii Thermus sp. DT.

Rozumiem, ze jest to kontynuacja badan, ktore Doktorant cytuje w pracy jako referencje:
Skowron i wsp., 2003 oraz Zylicz-Stachula i wsp., 2012, a przedmiot badan - enzym TspDTI
byl wyizolowany wczesniej, jak powyzej wspomnialem przy udziale Promotora Autora pracy
(Skowron i wsp., 2003). Enzym ten jest bifunkcyjny i posiada wlasciwosci restrykeyjno-
metylujace i jest nietypowo duzym biatkiem spotykanym u prokariota - MW=126.8 kDa.
Enzym ten trawi DNA niecalkowicie z tego wzgledu w pierwszym etapie badan, Autor pracy
staral sie znalez¢é substraty za pomoca ktorych najlepiej mozna by bylo opisa¢ aktywnos¢ tego
bialka. Nastepnie wykonano ukierunkowang mutagenez¢ badanego enzymu, po pierwsze w
celu zbadania wplywu okreslonych motywéw aminokwasowych na sposob oddziatywania z
DNA, po drugie w celu zbadania wplywu zmian na aktywnos¢ metylujacg i restrykeyjng biatka
poprzez zmiane sekwencji aminokwasowej NPPW na APPW w centrum katalitycznym. Jako
biatko referencyjne stosowano niemodyfikowany system TspDTI. Wykonano trzy warianty
zmutowanych enzymoéw: a) opisany jako II wariant TspDTIDTRD2CC jest to system z delecjg
fragmentu TRD2 oraz sgsiadujacego regionu opisanym na rycinie 41 jako z j. ang. coiled coil;
b) opisany jako III wariant TspDTIDTRD2 tylko delecja TRD2; ¢) opisany jako IV wariant
TspDTI-APPW system ze zmiana w metylujacym centrum Katalitycznym NPPW na APPW.
Doktorant postawil sobie jasne cele tych badan: 1) ., czy i w jaki sposéb utrata regionéw TRD2
oraz coiled coil wplynie na restrykcje DNA™; 2) jak zmiana punktowa aminokwasu wplynie na
wihasciwosci restrykcyjne i metylujgce zmodyfikowanego biatka biorgc pod uwage mozliwos¢
komunikacji interdomenowej w biatku.

W nastepnym rozdziale 6.7 opisano szczegétowo ekspresj¢ enzymu TspDTI wraz z
zaplanowanymi mutacjami w komorkach E. coli BL21(DE3) wykorzystujac plazmid
pRZ4737mod-tspDTIRM wraz ze zmutowanymi wariantami genu tspDTIRM. W tym rozdziale
mgr Robert Boratynski omawia wplyw réznych czynnikow w tym czasu, temperatury rodzaju
pozywki na prowadzong hodowle E. coli oraz wplyw toksycznosci systemu restrykcyjno-
metylujacego dla rekombinowanego gospodarza. Nastgpnie Autor pracy omawia gléwnie
oczyszczanie biatka TspDTI, gdzie aktywnos¢ po kazdym etapie byla sprawdzana wzgledem
odpowiednich substratow DNA. W trakcie wykonywania eksperymentow Autor w znacznym



stopniu uproscit preparatyke izolowania biatka w poréwnaniu z wczesniej opisang w pracy
(Skowron i wsp., 2003). W nastepnych dwoch podrozdziatach mgr Boratynski opisuje
ekspresje i oczyszczanie wariantu enzymu: TspDTIDTRD2CC i TspDTIDTRD2, ktore po
usunieciu motywu coiled coil i TRD2 oraz samego fragmentu TRD2 stracity aktywnos¢
restrykcyjna. Nastepnie Doktorant opisal ekspresj¢ i oczyszczanie biatka TspDTI-APPW,
gdzie po opisie odpowiednich procedur pod koniec podrozdziatu w ostatnim akapicie powraca
do opisu i konkluzji dotyczacych dwoch pozostalych wariantéw. Moim zdaniem ten rozdzial
powinien by¢ zakonczony podrozdzialem konkludujacym otrzymane wyniki, a wstawienie tego
fragmentu w tym miejscu utrudnia znacznie czytanie niniejszej pracy doktorskiej, w ktorej i tak
znajduje sie dos¢ duzo skrotow myslowych. Dodatkowo wyjasnienia wymaga co Doktorant
mial na mysli piszac ten fragment pracy. Niestety w omawianym podrozdziale nie zostaty
omowione przeprowadzone eksperymenty tak jak w poprzednich przypadkach i wlasciwie ten
podrozdziat wydaje si¢ niezakonczony.

Nastepny rozdziat zawiera analiz¢ porownawcza enzymu TspDTI wzgledem wariantu
posiadajgcego  zmienione centrum Katalityczne  TspDTI-APPW.  Przeprowadzone
eksperymenty badajace whasciwosci restrykcyjne obu bialek wykazaly, ze zmutowany enzym
w rejonie metylujacego centrum katalitycznego posiada whasciwosci restrykeyjne nieznacznie
nizsze w stosunku do biatka TspDTI. Jest to sytuacja przeciwna w stosunku do innego enzymu
TspGWI-APPY (Zylicz i wsp., 2014), gdzie poprzez mutacj¢ przeprowadzong w centrum
aktywnym zostala niemal catkowicie wylaczona aktywno$¢ restrykcyjna. Dodatkowo enzym z
mutacjg punktowg posiada réwniez wylaczong aktywno$¢ metylujgca. Porownawcze badania
wiasciwoscei fizykochemicznych enzymu TspDTI i wariantu zmienionego wykazaly, ze
optymalna aktywnos$¢ obu bialek wystgpuje w tym samym zakresie pH oraz temperatury.
Ostatni rozdzial stanowi podsumowanie osiggni¢¢ Doktoranta.

Podsumowujac, mgr. Robert Boratynski zrealizowal z powodzeniem wszystkie
wyznaczone sobie cele pracy wykazujgc przy tym duze umiejetnosci w aspekcie izolowania
oraz badania systeméw R-M. Pomimo tego, ze przeprowadzone eksperymenty posiadaty
ustalony algorytm postepowania byly rowniez kreatywnie modyfikowane przez Doktoranta.
Praca cho¢ zawiera, jak juz napisalem skroty myslowe, jest napisana zrozumiale, a ilustracje w
czesci doswiadezalnej w nalezyty sposob potwierdzaja i dokumentuja otrzymane wyniki. Autor
dysertacji zadbal rowniez w nalezyty sposob aby skroty literaturowe ktorymi si¢ postugiwal w
tekscie byly zebrane w jednym miejscu, co znacznie utatwia czytanie pracy. W przedstawionej
dysertacji Autor nie zawsze stosowal si¢ do zasad interpunkcyjnych oraz uzywal
kolokwializmow. Jednak ani te, ani inne nie wymienione w recenzji niedopatrzenia nie
wplywajg na wysokg warto$¢ osiagnig¢ Doktoranta prezentowanych w dysertacji oraz Jego
umiejetnosci w prowadzeniu badan biochemicznych, a $wiadczg jedynie o tym, ze praca
prawdopodobnie byta pisana w krétkim czasie.

Mgr. Robert Boratynski jest wspotautorem trzech publikacji, ktorych tematyka znajduje
sie poza obszarem badan objetych w tej pracy oraz o$smiu doniesien zjazdowych. Wyniki
otrzymane w niniejszej pracy beda opublikowane jak pisze Autor w p6zniejszym czasie.



Reasumujac  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pana mgr Roberta Michala Boratynskiego spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z
pozniejszymi zmianami i uzupelnieniami) ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki” i wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.






