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Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr Roberta Michata Boratyiiskiego pt. ,Charakterystyka i whaéciwosci
fizyko-chemiczne nietypowych endonukleaz restrykcyjnych klasy 11S”

Rozprawa doktorska mgr Roberta Michata Boratyriskiego pod tytutem J~Charakterystyka i
wiasciwoéci fizyko-chemiczne nietypowych endonukleaz restrykcyjnych klasy IIS” wykonana w Katedrze
Biotechnologii Molekulamej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdariskiego pod kierunkiem promotora Prof.
Piotra Skowrona i promotora pomocniczego dr Agnieszki Zylicz-Stachuli dotyczy badart nad endonukleazg
Bill oraz fuzyjnym systemem restrykcji-modyfikacji TspDTI.

Praca wykonana przez mgr Boratyriskiego nalezy nurtu badar nad endonukleazami restrykcyjnymi,
ktére od lat z sukcesem prowadzone s3 w zespole prof. Piotra Skowrona i stanowig zarazem tematyke
badawcza promotora pomocniczego pani dr Agnieszki Zylicz-Stachuli, ktéra wniosta do tych badar znaczny
wktad, w szczegdlnosci w postaci serii publikaciji dotyczacej biatka TspDTI.

Cele pracy obejmowaty charakterystyke endonukleazy restrykcyjnej Bill znalezionej w termofilnej
bakterii Bacillus ilicheniformis wyizolowanej z prébki gleby pobranej na terenie pustynnej oazy w Egipcie,

oraz wykonanie mutagenezy ukierunkowanej genu tspDTIRM z Thermus sp. DT i zbadanie uzyskanych

wariantdw mutacyjnych biatka TspDTI. Doktorant wykonat postawione zadania przeprowadzajac szereg

pracochtonnych eksperymentéw przy uzyciu réznych technik biologii molekulamej.

Rozprawa doktorska mgr Roberta M. Boratyriskiego liczy 172 strony i skfada sig z nastgpujacych
rozdziatéw: Spis Treéci, Cele pracy, Wstep (20 stron), Materiaty (17 stron), Metody (23 strony), Wyniki i
Dyskusja (82 strony), Podsumowanie, Stosowane Skréty, Literatura (13 stron). W manuskrypcie

umieszczono 73 ryciny i 8 tabel.

\



P. Sachadyn, Recenzja Rozprawy Dokiorskiej mgr Roberta M. Boratyaskiego

Moina by oczekiwa¢, ze wstgp pracy poéwieconej charakterystyce kolejne] endonukleazy
restrykcyjnej stanowi jedynie przedstawienie stanu wiedzy i objaénienie niezbednych pojec. Tymczasem
Doktorantowi udato tu stworzy¢ zajmujacy esej, ktérego lektura powinna zainteresowacé wielu czytelnikow i
zmienié pojecie o enzymach restrykcyjnych badacza, ktéry uzywat ich dotad wylacznie jako narzedzi
molekularnych do klonowania lub analizy DNA. Pasjonujacy jest fragment o mechanizmach utrzymywania
systemow restrykcji i modyfikacji w genomach mikroorganizméw, $wietnie przygotowane jest tez
oméwienie mechanizméw regulacji ekspresji genéw kodujgcych endonukleazy restrykcyjne. Bardzo
oryginalne i cenne s3 nawigzania do historii odkryé naukowych, wéréd nich odwotanie do odkrycia
enzymow restrykcyjnych i metody chromatografii oraz cytowania oryginalnych prac Lurii i Humana z 1952
oraz Cweta z 1905. Myéle, ze w monografii o enzymach restrykcyjnych, fragmenty wstgpu rozprawy
doktorskiej R. M. Boratyriskiego bytyby cennym wkiadem. Wstep zawiera tez przydatne, szczegbtowe
zestawienie znanych systeméw restrykcji i modyfikacji.

Dwa kolejne rozdziaty, Materiaty oraz Metody, liczace tacznie 40 stron, stanowig bardzo starannie
przygotowane wykazy i opisy uzytych materiatéw, instrumentéw oraz metod laboratoryjnych. Dobér i opis
metodyki nie budzi zastrzezen, a dbatos¢ o szczegdly zastuguje na uznanie.

W rozdziale , Wyniki i dyskusja” na 82 stronach opisany jest szeroki zakres eksperymentéw, ktéry
obejmowat produkcje, oczyszczanie i charakterystyke endonukleazy Bill zkomérek natura Inego gospodarza,
otrzymywanie i oczyszczanie biatka TspDTl z komoérek nadprodukujacego szczepu E. coli a takie
charakterystyke tego enzymu oraz otrzymanie przy uzyciu mutagenezy ukierunkowanej trzech
zmutowanych form biatka TspDTI i zbadanie ich whaéciwoséci. Rozdziat jest ilustrowany schematami,
wykresami, zdjeciami zeli elektroforetycznych umieszczonymi na 71 rycinach, w tym 70 oryginalnych,
sporzadzonych przez Autora.

Opis i dyskusja rezultatéw s3 szczegblowe, $wiadcza o duzym wysitku Autora, aby wiernie i
doktadne oméwié wykonane eksperymenty. Na szczegblng uwage zastuguje tu analiza poréwnawcza
aktywnosci restrykcyjnej enzymu TspDTI oraz jego wariantu zmutowanego TspDTI-APPW pozbawionego
zdolnoéci do metylacji DNA (rozdz. 6.8). Z wiasnego doswiadczenia wiem, ze wyznaczenie ilosci dwéch
biatek w celu poréwnania ich aktywnosci to zadanie proste jedynie z pozoru. Doktorant zastosowat dwa
rézne podejécia w oszacowaniu aktywnosci endonukleazowej enzyméw — pomiar ilosci produktu i pomiar
ubytku substratu. Analiza wymagata densytometrycznego oszacowania iloéci obydwu badanych biatek oraz
iloci strawionego i niestrawionego DNA substratowego. Doktorant nie podaje jednak bezkrytycznie
specyficzne] aktywnosci restrykcyjnej enzymu zmutowanego, ocenione] wg obliczern na okoto 86%
aktywnosci specyficznej enzymu natywnego, ale zwraca uwage na niedoskonatoéci stosowanych metod i
mozliwoéé wystapienia btedu skumulowanego. Chciatbym tu jednak przedstawi¢ dwie uwagi. Obliczenie

éredniej wartoéci procentowej ubytku substratu na 500 ng enzymu przedstawione w Tab. 8 nie wydaje sie
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praktyczne, przy ogromnej rozpigtosci wynikéw siggajacej od 48 do 480%. Mam tez watpliwosci dotyczace
opisu na str. 140-141, z ktérego wynika, ze strawienie 1 pg substratu DNA wymaga uzycia dwukrotnie
wieksze] iloéci enzymu natywnego niz zmutowanego, podczas gdy ostatecznie uznano, ze specyficzne
aktywnosci restrykcyjne obu enzyméw uznano sg zblizone.

Doktorant potwierdzit bezsprzecznie aktywno$¢ restrykcyjng biatka TspDTl oraz warianta
mutacyjnego APPW i przeprowadzit w podobny sposéb badanie tej aktywnosci dwéch innych wariantéw
mutacyjnych TspDTI: (i) biatka pozbawionego domeny TRD2 (ang. target recognition domain) i (ii) TRD2
wraz z domeng CC (ang. coiled-coil). Stwierdzenie o catkowitym pozbawieniu aktywnosci restrykcyjnej (s.
154) biatka TspDT! po usunieciu jednej z dwéch domen potencjalnie zaangazowanych w rozpoznanie
substratu wydaje sie niedostatecznie uzasadnione. Z zasady bardzo trudno udowodni¢ catkowity brak
aktywnoéci, a wyniki pokazane na Ryc. 53, 54, 56 i 57 nie s3 catkowicie przekonujgce. Pomocna mogtaby tu
byé dodatkowa kontrola lizatu E. coli bez enzymu TspDTI. Jednak lepiej uzy¢é w takim wypadku
sformutowania, ze aktywnosci nie wykryto w warunkach oznaczenia, co moze wigzac sig nie tyle z jej
brakiem, ale zaburzeniem lub bardzo niska wartoscig. Warto bytoby takze doda¢ dyskusjg, czy sama
domena TRD1 moze zapewnié, choéby szczatkowa, aktywnosé restrykcyjna.

Interpretacja wynikéw jest poprawna i zdecydowana wigkszo$¢ wnioskéw nie budzi watpliwosci.
Bardzo ciekawa jest dyskusja dotyczaca niezmiernie interesujgcego spostrzezenia, ze temperatura
optymalnej aktywnosci endonukleazy Bill jest o okoto 8°C nizsza niz optymalna temperatura wzrostu B.
ilicheniformis. Doktorant rozwaza tu jako wyjaénienie nabycie genu kodujacego Bill w drodze
horyzontalnego transferu genéw od bakterii preferujgcej nizsze temperatury oraz stawia pytanie, czy
spadek aktywnoé¢ Bill w temp. 55°C nie jest elementem mechanizmu, ktéry przyczynia sig do fatwiejszej
modyfikacji genomu, zapewniajac tym samym lepsze mozliwosci adaptacyjne. Dodatbym tu jednak, ze
stabilnoé enzymu in vitro moze byé nizsza niz w cytozolu. Ponadto, mozna rozwazy¢ jeszcze inne
wytlumaczenie. W optymalne] temperaturze wzrostu bakterii moze brakowac czasu na peing metylacje
DNA po replikacji i obnizona aktywnoé¢ restryktazy chronitaby wtedy DNA przed uszkodzeniem. Opis metod
wskazuje, ze podczas badania aktywnoéci Bill w réznych temperaturach Doktorant uwzglednit wptyw
spadku pH z temperaturg, typowy dla buforéw Tris, ale w opisie wynikéw nalezatoby to podkreslic.
Niezaleznie od wyjasnienia opisanego fenomenu, Doktorant powinien odnies¢ sie tu do stanu wiedzy. Czy
podobny efekt obserwowano w wypadku innych endonukleaz restrykcyjnych lub innych enzyméw?

Do identyfikacji gatunkowej uzytego izolatu bakterii uzyto nowoczesnej metody MALDI-TOF, ale
warto dodaé¢ kilka zdar wyjasnienia dotyczacego nazwy Bacillus ilicheniformis, ktérej nie potrafitem znalezé
w dostepnej mi w literaturze. Wskazane bytoby takze szczegétowe podanie miejsca pobrania prébek gleby,

najlepiej z wyszczegblnieniem wspétrzednych geograficznych.
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Wyznaczenie nukleotydowej sekwencji rozpoznania enzymu Bill nie budzi watpliwosci, ale na Ryc.
40 pokazano wynik sekwencjonowania tylko jednej nici trawionego fragmentu DNA, gdzie ciecie zachodzi w
odlegtoéci 5 nt od sekwencji rozpoznania. Wspomniane jest sekwencjonowanie drugiej nici, jednak tych
wynikéw nie pokazano i nie oméwiono. Doktorant okreéla zakres stezeri uzytych zeli agarozowych i
poliakryloamidowych w rozdziale ,Metody”, ale nie podaje poszczegélnych wartosci dla zeli pokazanych w
wynikach. Warto byfoby doda¢ jakie znaczenie dla aplikacji biotechnologicznych Bill mogg mie¢ optima pH i
temperatury wyzsze odpowiednio o 1 punkt i 10°C niz dla jego izoschizomeru Bsal.

Doktorant w sposéb przejrzysty i precyzyjny opisuje eksperymenty i wyniki swojej pracy oraz
prawidfowo postuguje sie terminologia naukowa. Poza pewng liczbg bfedéw typograficznych i
interpunkcyjnych wystepuje w pracy kilka usterek edytorskich: pleonazm ,N terminalny koniec” (s. 16),
stosowanie do$¢ powszechnej, ale wg kryteriow nomenklatury chemiczne] nieprawidfowej formy
,akrylamidowy”, zamiast ,akryloamidowy”, ,na zelu” zamiast ,w zelu” w odniesieniu do rozdziatu
elektroforetycznego DNA i biatek, ,min.” (z kropkg) zamiast ,min” (bez kropki) i wymienne uzycie form
,godzina”, ,godz.” lub ,h".

Jezyk pracy nie budzi ogdlnych zastrzezeri, ale pojawia sig kilka skrotéw myslowych i nietrafnych
wyrazer, ktére wymagatyby korekty:

- okreélenie, ze w przypadku tepych koricéw DNA ,zaden z jednoniciowych fragmentéw nie jest duzszy od
drugiego” (s. 20), co odpowiada raczej opisowi struktury tzw. ,widetek” w DNA niz tgpym konicom;

- ,wyniki analizy biatkowej” s. 126 w odniesieniu od wynikéw elektroforezy PAGE;

- ,wykryto niewielkg ekspresje biatka na wysokosci odpowiadajacej wielkosci 112,8 kDa” (s. 130), gdy
faktycznie chodzi o prazek w zelu reprezentujgcy biatko produkowane w komérkach;

- brak aktywnosci w lizacie bakteryjnym biatka TspDTI” (s. 137) zamiast ,brak aktywnosci restrykcyjnej w
lizacie bakteryjnym biatka TspDTl";

- bufor metylujacy” s. 144 zamiast ,bufor do metylacji DNA”.

Nalezy jednak podkreéli¢, ze w skali pracy te uchybienia nie majg istotnego znaczenia, nawet jesli
ich opis, z koniecznoéci, wymaga sporo miejsca. Uwypuklic nalezy natomiast atuty pracy Roberta M.
Boratyriskiego, czyli szeroki zakres stosowanych metod biologii molekularnej, rzetelna dokumentacja
doéwiadczen, staranne i precyzyjne opisy doswiadczert oraz wynikéw, ogromny naktad pracy
eksperymentalnej przedstawiony w rozprawie, ale wniesiony tez niewgtpliwie do publikacji spoza
rozprawy.

Dorobek naukowy Doktoranta obejmuje 8 doniesieri konferencyjnych, udziat w dwéch grantach
MNiSW oraz trzy publikacje z listy filadelfijskiej, dotyczace tematyki enzymow restrykcyjnych i naprawy
DNA. Prace te nie wigzg sie bezposrednio z tematem pracy doktorskiej i R. M. Boratyriski nie jest w zadnym
z tych artykutéw pierwszym albo korespondujgcym autorem. Stanowig one jednak bardzo wartosciowy
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wynik publikacyjny $wiadczacy o zaangazowaniu doktoranta w réznych projektach naukowych, a mozna z
pewnoscia liczyé na to, ze cenne wyniki zawarte w omawianej rozprawie wejda w sktad kolejne] publikacji.

Praca mgr Roberta M. Boratyriskiego zawiera istotne elementy nowosci naukowej dotyczace
odkrycia i charakterystyki endonukleazy restrykcyjnej Bill oraz charakterystyki enzymu TspDTI poszerzajgce
wiedze o tym niezwykiym biatku posiadajacym dwie rézne domeny odpowiadajace za metylacjg DNA i
aktywnoé¢ endonukleazowa. Obserwacja, ze aktywnos$¢ endonukleazowa Bill dramatycznie spada w
temperaturze optymalnego wzrostu gospodarza, B. ilicheniformis, jest bardzo interesujaca i moze stanowié
punkt wyjécia do gigbszego zrozumienia roli biologicznej i sposobu funkcjonowania enzymow
restrykcyjnych.

Stwierdzam, 7e przedstawiona mi do recenzji praca mgr Roberta Michata Boratyriskiego
zatytutowana ,Charakterystyka i wiasciwosci fizyko-chemiczne nietypowych endonukleaz restrykcyjnych
klasy 11S” speinia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, w tym warunki art. 13 ustawy Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyiszego o stopniach naukowych i tytule naukowym. Wnosze zatem do Wysokiej Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdaniskiego o dopuszczenie mgr Roberta Michata Boratyriskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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