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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Olgi Zotnierkiewicz pt. ,,Chemiczna synteza zoptymalizowanego genu
taqlIRM: otrzymywanie aktywnego biologicznie bifunkcyjnego biatka oraz kontrolowana zmiana specyficznosci

enzymatycznej, sterowana analogami kofaktora”

Rozprawa doktorska mgr Olgi Zotnierkiewicz pt. ,Chemiczna synteza zoptymalizowanego genu tagl/lRM:
otrzymywanie aktywnego biologicznie bifunkcyjnego biatka oraz kontrolowana zmiana specyficznosci
enzymatycznej, sterowana analogami kofaktora” wykonana w Katedrze Biotechnologii Molekularnej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem promotora Prof. Piotra Skowrona i promotora pomocniczego dr
Agnieszki Zylicz-Stachuli poswiecona jest biotechnologicznej produkcji i badaniu aktywnosci endonukleazowej
restryktazy Taqll z Thermus aquaticus. Praca ta stanowi cenny wkfad do niezwykle bogatego dorobku bedgcego
efektem badan nad endonukleazami restrykcyjnymi, ktore sg prowadzone w zespole prof. Piotra Skowrona przy
istotnym udziale pani dr Agnieszki Zylicz-Stachuli.

Cele pracy obejmowaty charakterystyke dziatania endonukleazy restrykcyjnej Tagll termofilnej bakterii
Thermus aquaticus YT-1 ze szczegdlnym uwzglednieniem aktywnosci niespecyficznej oraz konstrukcje nowego
systemu ekspresyjnego do wydajnej produkcji biatka Taqll w komdrkach E. coli w oparciu o wykorzystanie genu
taqlIRM o zoptymalizowanej sekwencji nukleotydowe;j.

Rozprawa doktorska mgr Olgi Zotnierkiewicz liczy 187 stron i sktada sie z nastepujacych rozdziatéw: ,Spis
Tresci", ,Cele”, ,Streszczenie”, ,, Wprowadzenie” (24 strony), ,Materiaty” (21 stron), ,,Metody” (38 stron), ,, Wyniki”
(48 stron) i ,,Dyskusja” (20 stron), ,,Podsumowanie” (2 strony), ,Wykaz skrotow”, spis tabel, rysunkow i wykreséw,
,Literatura i strony internetowe” (16 stron, 255 pozycje literaturowe i 11 stron internetowych) oraz ,Publikacje”,

czyli spis artykutéw opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, ktérych Olga Zotnierkiewicz jest
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wspotautorkg. W manuskrypcie zamieszczono liczne ilustracje w postaci 11 wykreséw, 24 rysunkow, 32
elektoforegramoéw i 2 fluorograméw oraz dwa réwnania i 51 tabel.

We wprowadzeniu do rozprawy Doktorantka ujeta przydatne informacje dotyczace organizmow
termofilnych, charakterystyki naturalnego gospodarza enzymu Taqll, czyli bakterii Thermus, zwiezte omodwienie
dziatania, znaczenia i typdw systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych, charakterystyke systeméw RM typu Il i
prezentacje restryktaz rodziny Thermus. Ponadto Autorka szczegétowo dyskutuje zjawisko aktywnosci
niespecyficznej restryktaz. ,Wprowadzenie” zamyka bardzo zajmujacy rozdziat dotyczacy biologii syntetycznej,
ktory jest nawigzaniem do przedstawionej w rozprawie sztucznej syntezy genu. Wprowadzenie nie ogranicza sie
wiec do niezbednych informacji podstawowych, ale ukazuje czytelnikowi temat w szerszym, interesujagcym
kontekscie. Do tej czesci pracy mam tylko jedng marginalng uwage: wspomniany na s 29. brak patogennosci u E.
coli dotyczy szczepdw laboratoryjnych, ale nalezy pamietac, ze istniejg tez szczepy wywotujgce grozne zatrucia
pokarmowe.

»,Materiaty” oraz ,Metody” zawierajg wykazy i opisy uzytych materiatéw, instrumentéw oraz metod
laboratoryjnych. Dobdr i opis metodyki nie budzg zastrzezen, a staranne i wyczerpujgce objasnienia zastugujg na
wysoky ocene. Jednak spis programéw komputerowych i aparatury powinny zosta¢ wigczone do rozdziatu
dotyczacego metod, nie materiatdw. W tym rozdziale dostrzegtem jeszcze dwie drobne niescistosci. Na s. 59
Doktorantka pisze o izolacji genomowego DNA z hepatocytéw, gdy faktycznie do ekstrakcji DNA uzyto prébki
watroby, w sktad ktérej wchodzg takie inne typy komoérek. Jest bardzo mato prawdopodobne, ze wartosc
wspotczynnika R2 wyznaczona dla krzywej wzorcowej wynosi doktadnie 1, jak podano na Wyk. 4.2 na s. 89, cho¢
moze by¢ jej bardzo bliska, co mozna zaznaczy¢ np. zapisem ,,1,000”.

W rozdziale , Wyniki”, w sposéb zarazem przejrzysty i szczegdtowy, mgr Zotnierkiewicz przedstawia liczne
eksperymenty wykonane w ramach pracy doktorskiej i ich wyniki. Rozdziat jest bogato ilustrowany schematami,
wykresami i zdjeciami zeli elektroforetycznych. Wysoko oceniam duzy naktad pracy laboratoryjnej, Swietnie
zaprojektowane eksperymenty, ich perfekcyjne wykonanie oraz nie mniej perfekcyjng dokumentacje. Znakomite,
gdyz precyzyjne i jednoczesnie klarowne, sg objasnienia zeli elektroforetycznych, ktére obrazujg rezultaty bardzo
ztozonych doswiadczen. Opis i interpretacja wynikow nie budzg zastrzezen. Nalezy réwniez docenié, ze oprécz
nalezgcych do tradycyjnego warsztatu biologii molekularnej technik elektroforetycznych, ktérymi Doktorantka
znakomicie sie postuguje, w pracy wykorzystano tez metody nowoczesne, jak sekwencjonowanie drugiej generacji,
czy sztuczna synteza genu.

Chciatbym jednak zwrdci¢ uwage, ze nie przedstawiono replikatow technicznych eksperymentdéw, a co za
tym idzie, nie mozna oszacowa¢ doktadnosci oznaczen i wyznaczy¢ istotnosci statystycznej. Trzeba tu podkreslié, ze
Doktorantka oznaczata przewazinie zaleznos¢ aktywnosci endonukleazowej od wzrastajgcych wartosci réznych
zmiennych, jak np. pH czy sita jonowa, i obserwowata wyrazne trendy, co wskazuje, ze prawidtowo oceniata wptyw
badanych czynnikéw. Z drugiej strony bez wyznaczenia btedu metody, trudno jednoznacznie ocenié, czy aktywnosé

wzgledna Taqgll w pH 7,5 jest faktycznie wyzsza niz w pH 8,0, skoro réznica wynosi zaledwie 8,2%.
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Stwierdzenie, ze uzyskano homogenny preparat biatka Taqgll (s. 135) na podstawie elektoforegramu Ele
5.27 nie jest dostatecznie uzasadnione. W celu oszacowanie stopnia czystosci preparatu na podstawie analizy zelu
barwionego kumasyng wskazane bytoby natozenia znacznie wiekszej ilosci biatka niz 2 pg, co zwiekszytoby szanse
na wykrycie zanieczyszczen.

Chociaz opisany projekt optymalizacji definiuje jednoznacznie sekwencje nukleotydowa genu taqlIRM,
warto bytoby te sekwencje zamiesci¢ w rozprawie.

»,Dyskusja” zwraca uwage swojg wnikliwoscig i wartoSciowymi dodatkami, jak np. omowienie podstaw
termostabilnosci biatek i tabelaryczne zestawienie molekularnych mechanizméw tego zjawiska wykonane przez
Autorke. Szczegdlng uwage zwraca tez rozdziat 6.3.1 poswiecony hiperplastycznej aktywnosci restryktazy Taqll, w
ktérym wyczerpujaco analizowane sg aspekty molekularne aktywnosci niespecyficznej. Skomplikowane rozwazania
mechanistyczne konczy przystepne podsumowanie w postaci krotkiej tabeli prezentujagcej wptyw S-
adenozylometioniny oraz jej analogdw na aktywnos$¢é metylotransferazy i restryktazy dwufunkcyjnych enzyméw
wystepujacych w bakteriach rodzaju Thermus. Dobrym pomystem jest przedyskutowanie potencjalnych aplikacji
enzymu Tagqll, watpliwo$¢ budzi jednak pomyst zastosowania jego aktywnosci niespecyficznej do fragmentacji
genomowego DNA w celu przygotowania bibliotek do sekwencjonowaniu nowej generacji, podczas gdy z
powodzeniem uzywana jest do tu sonikacja. Liczba 255 pozycji bibliograficznych swiadczy o gtebokich i
wielostronnych studiach literaturowych wykonanych przez Doktorantke, zaréwno do przygotowania
wprowadzenia, jak i dyskusji.

Opis i dyskusja skomplikowanych eksperymentéw i zagadniern molekularnych w rozprawie doktorskiej mgr
Zotnierkiewicz sg precyzyjne i przejrzyste. Autorka sprawnie postuguje sie bogatg terminologig naukowa. Na tym tle
zaskakuje nietrafny tytut rozprawy. Po pierwsze, wyrazenie ,chemiczna synteza genu taqlIRM” jest mylgce, gdyz
praca nie dotyczyta syntezy DNA, ktdérej wykonanie zlecono w ramach ustugi komercyjnej, ale konstrukcji uktadu
ekspresyjnego. Po drugie, uzyskanie sztucznego genu obejmowato nie tylko etap syntezy chemicznej, ale takze etap
syntezy enzymatycznej. Po trzecie, otrzymywanie i badanie enzymu ujete w drugiej, zapisanej po dwukropku, czesci
tytutu, nie stanowig etapdw syntezy genu, do ktdrej odnosi sie czes¢ pierwsza. Niezreczne sg tez wyrazenia
,Zaobserwowano brak” (s. 92) oraz ,stwierdzono brak produktéw reakcji trawienia” (s. 104). Nie wnikajac w
semantyczne rozwazania, czy brak mozna zaobserwowaé, w opisie wynikdw naukowych lepiej uzy¢ zwrotu ,nie
zaobserwowano”.

Rozprawa prezentuje bardzo wysoki poziom edytorski. Autorka nie ustrzegta sie jednak pewnej liczby,
wymienionych ponizej, drobnych potknie¢ jezykowych lub typograficznych, ktére, jak chce podkresli¢, nie maja
istotnego znaczenia wobec wielkiej starannosci w przygotowaniu pracy, zwtaszcza opisach eksperymentow.

s. 16 - ,gen kodujgcy spektomycyne (bedacego donorem ...)";

s. 17 -,DNA wirusy” zamiast ,,wirusy DNA”;

s. 24 - ,brak danych ... spowodowato”;

s. 25—, struktura kompleksu... ulegatby”;
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s. 28 — ,izolowanie biatek ... jest utrudniona”;

s. 29 - ,wyciszata transkrypcje biatka”;

s. 29 - uzycie terminu ,substrat” na okreslenie podtoza do hodowli bakterii;

s. 48, 49 - ,akrylamidy”, ,poliakrylamidowy”, cho¢ przewaznie uzywana jest poprawna forma
poliakryloamidowy;

s. 64 - ,dNTPsow”;

s. 64, 101, 139 - uzycie skrétu ,,godz.” Zamiast ,,h”;

s. 103 - urwany opis zelu Ele 5.6;

s.111 — ,wynik reakcji PCR z kolonii bakteryjnych” — zamiast ,,wynik selekcji klonéw rekombinantowych
przy uzyciu PCR”;

s. 117 — ,,smugi na zelu agarozowym”;

s. 123 -, Z posréd”;

s. 140 - ,,(NH3),S04” i ,NH5*;

s. 141 - ktére by ttumaczytyby”;

s. 142 -, entropi”;

s. 149 — ,,obecnos¢ drugiej obszaru”;

s. 154 i 158 - brak przecinka przed ,jak” w konstrukc;ji ,zaréwno... ,jak...”;

s. 160 -,,stymuluje powstanie 4-krotnego wzrostu”.

Dorobek naukowy Doktorantki obejmuje 7 publikacji z listy filadelfijskiej, w tym trzy bezposrednio
zwigzane z tematem rozprawy. W szeéciu z tych prac pani Olga Zotnierkiewicz jest druga na liécie autoréw, co
Swiadczy o jej znaczacym udziale. Warto odnotowa¢, ze dwa z tych artykutéw opublikowano w czasopismach ,,BMC
Genomics” i ,Microbial Cell Factories” zajmujgcych pozycje w pierwszym kwartylu rankingu czasopism w swoich
dziedzinach. Trzy inne artykuty takze dotycza tematyki endonukleaz restrykcyjnych, a kolejny badan nad owadami.
Taki wynik publikacyjny swiadczy o duzej aktywnosci i zaangazowaniu Doktorantki, zaréwno w prace nad wtasnym
tematem, jak i w innych projektach naukowych.

Lektura rozprawy mgr Zotnierkiewicz zainspirowata mnie do zadania nastepujgcych pytan:

1. Czy odlegtos¢ miejsca trawienia od sekwencji rozpoznania enzymu restrykcyjnego moze ulegac relaksacji?

2. Czy relaksacji moze ulegac tez specyficznos¢ metylotransferazy DNA?

3. Intrygujaca jest obserwacja, ze enzym Taqll otrzymywany w E. coli w ramach tej pracy nie trawi drugiej
sekwencji kanonicznej CACCCA wyznaczonej przez Barkera i wsp. (PMID: 6087291). Jednak Barker jako
substratu Taqll uzyt plazmidu pBR322, a Doktorantka opisuje trawienie liniowych produktow PCR
amplifikowanych na matrycy tego plazmidu. Czy Doktorantka trawita enzymem Taqll DNA natywnego
plazmidu pBR322? Czy jest mozliwy wptyw superskrecenia plazmidowego DNA na dziatanie Taqll? Czy jest

mozliwe, ze sekwencja CACCCA indukuje trawienie tylko jednej nici DNA, co mozna obserwowac w zelu
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sekwencyjnym denaturujgcym stosowanym w pracy Barkera, ale nie w elektroforezie w warunkach

niedenaturujacych?

4. Autorka opisuje szereg potencjalnych aplikacji aktywnosci niespecyficznej enzyméw restrykcyjnych. Jakie
zastosowania aktywnosci niespecyficznej endonukleaz sg obecnie w uzyciu?

5. Cennym osiggnieciem pracy jest uzyskanie efektywnej produkcji toksycznego biatka Taqll w E. coli. Czy
mozna poroéwnaé¢ wydajnosé produkcji tego uktadu z innymi systemami do produkcji podobnych biatek
toksycznych?

Podsumowujac moja ocene rozprawy, chce podkresli¢, ze praca mgr Olgi Zotnierkiewicz zawiera istotne
elementy nowosci naukowej, jak charakterystyka warunkéw stymulacji aktywnosci niespecyficznej endonukleazy
Taqll oraz konstrukcja nowego systemu ekspresji do produkcji biatka toksycznego w komérkach E. coli. Na
szczegblne uznanie zastuguje szeroki zakres Swietnie zaprojektowanych, wykonanych i udokumentowanych
eksperymentdéw oraz ich niezwykle staranny opis. Dorobek publikacyjny i wysoka jakos¢ rozprawy doktorskiej p.
Zotnierkiewicz zastuguja na wyrdznienie, niemniej jednak z uwagi na formalne wymogi wyréznienia rozprawy
doktorskiej obowigzujgce na Wydziale Chemii UG, postawienie formalnego wniosku w tej sprawie nie jest mozliwe.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr Olgi Zotnierkiewicz pt. ,Chemiczna synteza
zoptymalizowanego genu taqlIRM: otrzymywanie aktywnego biologicznie bifunkcyjnego biatka oraz kontrolowana
zmiana specyficznosci enzymatycznej, sterowana analogami kofaktora” spetnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim, w tym warunki art. 13 ustawy Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego o stopniach naukowych i tytule

naukowym. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Olgi
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Zotnierkiewicz do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.




