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Recenzia Rozprarłły t}oktorskiej mgr Robena Michab Boratyńskiego pt.,,charakterystyka i właściwości

fi zyko-chemiczne nletypowych en don ukleaz restrykcyinych klasy llS"

Rozprawa doktorska mgr Robeńa Michała Boratyńskiego pod tytułem ,,Charakterystyka i

wtaściwości firyko.chemiczne nietypowych endonuk|eaz restrykcyjnych k|asy ||S,, wYkonana w Katedne

Biotechnologii Mo|ekulamej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdańskiego pod kierunkiem promotora Prof.

Piotra Skowrona i promotom pomocniczego dr Agnieszki iy|icz.Stachuli dotyczy badań nad endonuk|eazą

Bi I t ora z fuzyj nym systeme m restrykcj i-modyfi ka cj i Tsp DTl.

Praca wykonana przez mgr Boratyńskiego należy nurtu badań nad endonukleazami restrykcyjnymi,

które od lat z sukcesem prowadzone są w zespo|e prof. Piotra Skowrona i stanowią zarazem tematykę

badawczą promotora pomocniczego pani dr Agnieszki fy|icz.Stachu|i, która wniosła do Ęch badań znaczny

wkład, w szczegótnofui w postaciserii pub|ikacjl dotyczącej białka TspDTl.

Ce|e pracy obejmowały charakterystykę endonukleazy restrykcyjnej Bil| znalezionej w termofi|nej

bakterii Bacillus ilicheniformis wyizolowanej z próbki g|eby pobnanej na terenie pustynnej oazy w Egipcie,

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

wariantów mutacyjnych biatka TspDTl. Doktorant wykonat postawione zadania pzeprowadzając szercg

pracochtonnych eksperymentów przy użyciu różnych technik biologii molekulamej.

Rozprawa doktorska mgr Roberta M" Boratynskiego liczy L72 strony i sktada się z nasĘpujących

rozdzialów: Spis Treści, Cete pracy, Wstęp {20 stron), Materiaty (17 stron), Metody (23 strony), Wyniki i

Dyskusja (82 strony}, Podsumowanie, Stosowane Skróty, Literatura (13 stron). W manuskr}łpcie

umieszczono 73 ryciny i 8 tabel.
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Można by oczekiw ać, ie wstęp pracy pośWięconej charakterystyce ko|ejnej endonukleazy

restrykcyjnej stanowi jedynie przedstawienie stanu wiedzy i objaśnienie niezbędnych pojęć. Tymczasem

Doktorantowi udato tu stwonyć zajmujący esej, którego lektura powinna zainteresować wielu czytelników i

zmienić pojęcie o enzymach restrykcyjnych badacza, który uĘwał ich doqd wytącznie jako narzędzi

moleku|arnych do k|onowania |ub ana|izy DNA. Pasjonujący jest fragment o mechanizmach utrzymywania

sYstemów restrykcji i modyfikacji w genomach mikroorganizmów, świetnie przygotowane jest też

omówienie mechanizmów regu|acji ekspresji genów kodujących endonukleazy restrykcyjne. Bardzo

orygina|ne i cenne są nawiązania do historii odkryć naukowych, wśród nich odwołanie do odkrycia

enzymów restrykcyjnych i metody chromatografii oraz cytowania oryginalnych prac Lurii i Humana z 1952

oraz Cweta z 1905. Myślę, że w monografii o enzymach restrykcyjnych, fragmenty wstępu rozprawy

doktorskiej R. M. Boratyńskiego bwby cennym wkładem. Wstęp zawiera też pnydatne, szczegótowe

zestawienie znanych systemów restrykcji i modyfikacji.

Dwa kotejne rozdziaty, Materiaty oraz Metody, liczqce tącznie 40 stron, stanowią bardzo starannie

przygotowane wykazy i opisy użytych materiatóW instrumentów oraz metod laboratoryjnph. Dobór iopis

metodyki nie budzi zastrzeżeń, a dbałość o szczegóty zasfuguje na uznanie.

W rozdzia|e ,,Wyniki i dyskusja,, na 82 stronach opisany jest szeroki eakres ekperymentów, który

obejmowat produkcję, oczyszczanie icharakterysĘkę endonukleazy Bi|| z komórek naturalnego gospodarza,

otrzymywan ie . oc^lszczanie białka TspDT| z komórek nadprodukującego szczepu E. coli, a także

charakterystykę tego enzymu oraz otrzymanie przY użyciu mutagenezy ukierunkowanej trzech

zmutowanych form biatka TspDTl i zbadanie ich właściwofui. Rozdziat jest ilusffowany schematami,

wykresami, zdjęciami żeli elektroforetycznych umieszczonymi na 7t rycinach, W tym 70 orygina|nych,

sporządzonych przez Autora.

opis i dyskusja rezu|tatów sq szczegótowe, świadczą o dużym wysitku Autora, aby wiernie i

doktadne omówić wykonane eksperymenty. Na szczegó|ną uwagę zasfuguje tu ana|iza porównawcza

akĘwności restrykcyjnej enzymu TspDTl oraz jego Wariantu zmutowanego TspDT|-APPW pozbawionego

zdo|ności do mety|acji DNA (rozdz. 6.8). z wtasnego doświadczenia wiem, że wyznaczenie ilości dwóch

biatek w ce|u porównania ich aktywności to zadanie proste jedynie z pozoru. Doktorant zastosowat dwa

różne podejścia w oszacowaniu aktr^,tlności endonuk|eazowej enzymów - pomiar ilości produktu i pomiar

ubytku substratu. Analiza wymagała densytometrycznego oszacowania ilofui obydwu badanych biatek oraz

ilości strawionego i niestrawionego DNA substratowego. Doktorant nie podaje jednak bezkryĘcznie

specyficznej aktywności restrykcyjnej enzymu zmutowanego, ocenionej wg obliczeń na okoto 86%

aktywności specyficznej enzymu natywnego, ale zwraca uwagę na niedoskonatości stosowanych metod i

moż|iwość wystąpienia btędu skumulowanego. Chciatbym tu jednak pnedstawić dwie uwagi. obliczenie

średniej wartości procentowej ubytku substratu na 500 ng enzymu przedstawione w Tab. 8 nie wydaje się
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praktyczne, przy ogromnej rozpiętości wyników sięgającej od 48 do 48o%o. Mam też wątpliwości dotyczące

opisu na str. 140.141, z którego wynika, że strawienie 1 ug substratu DNA wymaga użycia dwukrotnie

więkzej ilości enzymu natywnego niż zmutowanego, podczas gdy ostatecznie uznano, że specyficzne

aktywności restrykcyjne obu enzymów uznano są zb|iżone.

Doktorant potwierdzit bezsprzecznie aktywność restrykcyjną biatka TspDTl oraz warianta

mutacyjnegp APPW i przeprowadzit w podobny sposób badanie tej akĘwności dwóch innph wariantów

mutacyjnych TspDTl: (i) biatka pozbawionego domeny TRD2 (ang. target recognition domain) i (ii) TRDZ

wraz z domeną CC (ang. coi|ed-coi|). Stwierdzenie o catkowĘm pozbawieniu aktywności restrykcyjnej (s.

154) biatka TspDTl po usunięciu jednej z dwóch domen potencja|nie zaangażowanych w rozpoznanie

substratu wydaje się niedostatecznie uzasadnione. Z zasady bardzo trudno udowodnić całkowiĘ brak

aktywnoścl, a wpiki pokazane na Ryc. 53, 54, 56 i 57 nie są catkowicie pnekonujące. Pomocna mogłaby tu

być dodatkowa kontro|a |izatu E, coli bez enzymu TspDTl. Jednak lepiej użyć w takim wypadku

sformułowania, Że aktywności nie wykryto w warunkach oznaczenia, co może wiązać się nie tyle z jej

brakiem, ale zaburzeniem tub bardzo niską wartościq. Warto bytoby także dodać dyskusję, czy sitma

domena TRD1 może zapewnić, choćby szczątkowq, aktywność restrykcyjnq.

|nterpretacja wyników jest poprawna i zdecydowana więkzość wniosków nie budzi wątp|iwości.

Bardzo ciekawa jest dyskusja dotycząca niezmiernie interezującego spostneżenla, ie temperatura

opĘma|nej aktywności endonukleazy Bill jest o okoto 8"C niższa niż optyma|na temperatura wzrosttl 8.

ilicheniformis. Doktorant rozważa u'l jako wyjaśnienie nabycie genu kodującego Bi|l w drodze

horyzonta|nego transferu genów od bakterii preferującej niższe temperatury oraz stawia pytanie, czy

spadek aktywność Bi|| w temp. 55"c nie jest e|ementem mechanizmu, który przyczynia się do tatwiejszej

modyfikacji genomu, zapewniając tym samym lepsze moż|iwości adaptacyjne. Dodałbym tu jednaĘ że

stabilność enzymu in vitro może być niższa niż w cytozolu. Ponadto, można rozważyć jeszcze inne

wyttumaczenie. W optymalnej temperafurze wzrostu bakterii może brakować czasu na pełnq mety|ację

DNA po replikacji i obniżona aktywność restryktazy chroniłaby wtedy DNA przed uszkodzeniem. opis metod

wskazuje, że podczas badania aktywności Bill w rożnych temperaturach Doktorant uwzględnii wptyw

spadku pH z temperatuĘ, typovry dla buforów Tris, a|e w opisie wyników na|eżatoby to podkreś|ić.

Nieza|eżnie od wyjaśnienia opisanego fenomenu, Doktorant powinien odnieść się tu do stanu wiedzy.czy

podobny efekt obserwowano w wypadku innych endonukleaz restrykcyjnych |ub innych enzymów?

Do idenĘfikacji gatunkowej użytego izolatu bakterii użyto nowoczesnej metody MAIDI-TOF, a|e

u,arto dodać ki|ka zdań wyjaśnienia dotyczącego nazwy Baci|lus ilicheniformis, której nie potrafitem zna|eźć

w dostępnej mi w |iteraturze. Wskazane bytoby także szczegółowe podanie miejsca pobrania próbek g|eby,

najlepiej z wyszczególnieniem wspótnędnych geograficznych.
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Wyznaczenie nukleotydowej sekwencji rozpoznania enzymu Bill nie budziwqęliwości, ale na Ryc.

40 pokazano Wynik sekwencjonowania tylko jednej nicitrawionego fragmentu DNA, gdzie cięcie zachodzi w

odlegtości 5 nt od sekwencji rozpoznania. Wspomniane jest sekwencjonowanie drugiej nici, jednak tych

wyników nie pokazano i nie omówiono. Doktorant określa zakres stężeń ułtych że|i agarozowych i

po|iakryloamidowych w rozdziale,,Metody',, a|e nie podaje poszczególnych wartości dla że|i pokazanych w

wynikach. Warto bytoby dodać jakie znaczenie dla aplikacji biotechno|ogicznych Bi|| mogą mieć optima pH i

temperatury wyższe odpowiednio o 1 punkt i 10.C niż dla jego izoschizomeru Bsa|.

Doktorant w sposób pnejrzysĘ i precyzyjny opisuje eksperymenty i wyniki swojej pracy oraz

prawidtowo postuguje się terminologią naukową. Poza pewna ticzbą btędów typograficznych i

interpunkcyjnych występuje w pracy ki|ka usterek edytorskich: p|eonazm ,,N termina|ny koniec', (s. 16),

stosowanie dość powszechnej, a|e wg kryteriów nomenklatury chemicznej nieprawidtowej formy

,,akrylamidowy',, zamiast ,,akryloamidowy,,, ona że|u,, zamiast ,,W że|u,' w odniesieniu do rozdziału

e|ektroforetycznego DNA i biatek, ,,min.,, (z kropką) zamiast ,,min,, (bez kropki) i wymienne użycie form

,rgodzina", ,,godf," lub rrh".

Język pracy nie budzi ogótnych zastrzeżeń, a|e pojawia się kilka skrótów myś|owych i nietrafnych

v'ryrażeń, które wymagatyby korekty:

- okreś|enie, że w przypadku tępych końców DNA ,,żaden z jednoniciowych fragmentów nie jest dtuższy od

drugiego,, (s. 20}, co odpowiad a raczejopisowi struktury tzw.,,widetek,' w DNA niż tępym końcom;

.,,wyniki ana|iry biatkowej,, s. 126 w odniesieniu od wyników elektroforezy PAGE;

. ,,wykryto niewie|ką ekspresję biatka na wysokości odpowiadającej wie|kości 112,8 kDa,, (s. 130), gdy

faktycznie chodzi o prążek w że|u reprezenhljący biatko produkowane w komórkach;

. ,,brak aktywnofui w lizacie bakteryjnym biatka TspDTl,, (s. 137) zamiast,,brak aktywności restrykcyjnej w

lizacie bakteryjnpn biatka TspDTf';

. ,,bufor mety|ująct', s. 144 zamiast,,bufor do mety|acji DNA'.

Na|eży jednak podkreś|ić, że w skali pracy te uchybienia nie mają istotnego znaczenia, nawet jeś|i

ich opis, z konieczności, wymaga sporo miejsca. Uwypuktić na|eł natomiast atuty pracy Roberta M.

Boratyńskiego, czy|i szeroki zakres stosowanych metod biologii molekulamej, rzete|na dokumenBcja

doświadczeń, staranne i precyzyjne opisy doświadczeń oraz wyników, ogromny nakład pracy

eksperymenblnej przedstawiony w rozprawie, a|e wniesiony też niewątp|iwie do publikacji spoza

rozprawy.

Dorobek naukowy Doktoranta obejmuje 8 doniesień konferencyjnych, udziat w dwóch grantach

MNisW oraz truy pubtikacje z |isĘ fitade|fijskiej, dotyczące temaĘki enzymów restrykcyjnych i naprawy

DNA. Prace te nie wiqżą się bezpośrednio z tematem prary doktorskiej i R. M. BoraĘński nie jest w żadnym

z tYch afikutów pienlvszym albo korespondującym autorem. Stanowią one jednak bardzo Wartościowy

,-'-""?(H



P. Saohadp, Rooenzja Roprawy DoldmskĘ mgr Roberta M. Boratyrskiego

wynik publikacvjny świadczący o zaangażowaniu doktoranta w różnych projektach naukowych, a można z

pewnością |iczyć na to, że cenne wynikizawarte w omawianej rozprawie Wejdą w sktad kolejnejpublikacji.

Praca mgr noberta M. Boratyńskiego zawiera istotne e|ementy nowości naukowej doĘczqce

odkrycia i charakterystyki endonukleazy restrykcyjnej Bil|oraz charakterystyki enzymu TspDT| poszerzające

wiedzę o tym niezwykĘm biatku posiadającym dwie różne domeny odpowiadające za metylację DNA i

aktywność endonuk|eazową. obserwacja, że aktywność endonukleazowa Bil| dramatycznie spada w

temperafurze optymalnego wzrosfu gospodarza, B. ilicheniformls, jest bardzo interesująca i może stanowić

punkt wvjścia do głębszego zrozumienia ro|i biologicznej i sposobu funkcjonowania enzymów

restrykcyjnych.

Stwierdzam, że przedstawlona mi do rccenrii praca mgr Roberta Michala Boratyńskiego

zaĘtulowana,,Charakterystyka i właściwości firyko'chemiczne nietyporrych endonukleaz restrykcyjnych

klasy ltS,, spetnia rrymogi stawiane rozprawom doktorskim, w tym warunki art. t3 ustaury Ministra Nauki

i Szkolnictrra Wyższego o stopniach naukorych i tytu|e naukołrym. Wnoszę zatem do Wysokiej Rady

Wydzialu Chemii Uniwers.ytetu Gdańskie8o o dopuszczenie mgr Robeńa Michała Boratyńskiego do

dalszych etapów przewodu doktorckiego.
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