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Pt.:
Charakterystyka i inzynieria aktywnosci enzymatycznej termostabilnych endonukleaz

restrykcyjnych nalezacych do Typu IIS

Przedstawiona do recenzji praca stanowi omoOwienie 1 dyskusje wynikow badan
prowadzonych przez mgr Zebrowska pod kierunkiem Prof. dr hab. Piotra Skowrona w
Katedrze Biotechnologii Molekularnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Celem
pracy sensu largo byto znalezienie i scharakteryzowanie pod wzglgdem biochemicznym i
biofizycznym nowych narzedzi molekularnych do manipulacji DNA, ktore to narz¢dzia moga
by¢ przydatne w badaniach genomowych, metagenomicznych, w diagnostyce molekularnej i
w inzynierii genetycznej. W szczegélnosci doktorantka w pracy zajmowata si¢ nowa
endonukleazg restrykcyjng (REaz R.GeolCl) nalezaca do typu IIS, ktorg wyizolowata ze
szczepu termofilnych bakterii Geobacillius sp. zyjacych w glebach rejonow geotermalnych
Islandii. Enzym ten jest nowym, termostabilnym izoschizomerem REazy Bbv1. W toku prac
ustalita tez sekwencje rozpoznawang przez ten enzym i miejsce cigcia DNA. Dodatkowo
doktorantka zajmowata si¢ wptywem zsyntezowanego w pracy analogu kofaktora S-
adenozylo-L-metioniny (SAM), a mianowicie zwigzku S-adenozylo-L-cysteiny (SAC), na
aktywno$¢ termostabilnych enzymé6w typu IIS nalezacych do rodziny REazo-
metylotransferaz (Mtaz) Thermus. W genomie bakterii Geobacillius sp. bowiem znaleziono
gen kodujacy to biatko enzymatyczne o podwojnej funkcji. W efekcie w ramach pracy
utworzono narzedzie molekularne, pozwalajace na kontrolowane manipulacje DNA poprzez
zastosowanie analogu kofaktora SAM — SAC powodujacego wzrost aktywnos$ci i zmiang
specyficznosci enzymatycznej RM.Tsol. W pracy autorka zajmowala si¢ rowniez okresleniem
wlasciwosci biochemicznych i1 biofizycznych tych ostatnich enzymow.

Na samym poczatku swojej recenzji chciatlbym zaznaczy¢, ze cele pracy byly bardzo
ambitne i trudne ale mimo to w calo$ci zostaly zrealizowane. Praca miata charakter
multidyscyplinarny i obejmowata mikrobiologie¢, biologie molekularng, chemi¢ organiczna,
biochemie¢ oraz biofizyke. Doktorantka zdecydowang wigkszos¢ eksperymentow wykonata
samodzielnie, a jedynie w niektorych obszarach korzystata czy to z komercyjnych analiz
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wykonanych przez zewngtrzne firmy czy tez z pomocy naukowcow z Wydziatu, ktorzy
wykonywali pewne tylko pomiary biofizyczne. Udzial tych wszystkich zewnetrznych osob i
firm zostat poprawnie odnotowany w pracy.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje element nowosci naukowej zaprezentowany w
pracy. Oceniajac bowiem sam cel pracy i ogolnie jego realizacj¢ musz¢ powiedzieé, ze bylem
pod wrazeniem zarowno wagi postawionych sobie celow, nowatorstwa, jak i ogromu pracy,
ktéra doktorantka musiala wlozy¢ aby zrealizowac te cele. Przy czym na pewno oprdocz
wiedzy 1 umiejetnoSci oraz pracowito$ci potrzeba byto troche szcze$cia w tych badaniach,
gdyz znalezienie nowego systemu do manipulacji DNA w postaci nowej endonukleazy nie
zdarza si¢ tak cz¢sto. Dodatkowo ustalenie, ze endonukleza REaz-metylotransferaza Thermus
moze by¢ skutecznie modulowana czy tez sterowana przez analog kofaktora w kierunku
nabycia wtasciwosci szybkotngcego enzymu tngcego DNA w specyficznych miejscach nie
jest trywialne. W tym obszarze zespot prof. P. Skowrona juz odnotowatl sukcesy, a obecna
praca jest kolejnym, ktory w dalszej perspektywie moze znalezé przetozenie na praktyczne
zastosowanie. W tym miejscu, jako recenzent, pozwole sobie na pewne poréwnanie jakie
nasun¢to mi si¢ podczas czytania pracy. Ot6z czutem si¢ troche jak widz w kinie, na wielkiej
,hollywoodzkiej produkcji” ktora jak to jest w stereotypie Hollywood, konczy si¢ zawsze
happy-endem. W przypadku tej pracy nie tylko mamy do czynienia ze ,szcze$liwym
zakonczeniem”, czyli catkowitg realizacjg postawionych sobie waznych naukowo celow, ale
rowniez nalezy podkresli¢, ze znalezione i scharakteryzowane nowe narzedzia do manipulacji
DNA otwieraja dalsze obszary badan w zakresie okre§lania witasciwosci tych uktadow,
optymalizacji i zastosowania w praktyce.

Uklad pracy:

Na poczatku chcialbym nadmieni¢, ze prace bardzo dobrze czyta si¢ mimo, ze jest
stosunkowo dluga i zawiera ogromng ilo$¢ detali. Praca ma klasyczny uktad dla tego typu
prac eksperymentalnych. Na poczatku przedstawiony jest cel pracy po ktéorym zamieszczono
streszczenie w j. polskim 1 j. angielskim. Nastepnie praca zawiera obszerny i bardzo
merytorycznie zwigzany z celami pracy wstep teoretyczny. Po wstepie nastepuje rozdziat
przedstawiajacy materiaty a kolejny przedstawia metody. Przy czym, ten ostatni rozdzial
0sobno przedstawia metody z obszaru mikrobiologii, metody wykorzystywane podczas pracy
z DNA 1 metody stosowane podczas pracy z biatkami, jak rowniez osobno metody z zakresy
chemii organicznej i fizykochemii. Nastepnie doktorantka przedstawia rozdziaty z wynikami i
dyskusja z podzialem na obszary badan. Na koncu jest podsumowanie i spis literatury
zawierajacy 234 pozycje. Do pracy na koncu dotagczone sg pierwsze strony pieciu publikacii,
w ktorych doktorantka jest wspotautorem.

Jako recenzent wielu roéznych prac, musze w tym miejscu odnotowaé, ze coraz
czesciej doktoranci i magistranci nie potrafig poprawnie opisac jezykowo celu pracy mylac go
z zakresem pracy, tak jak to ma miejsce rowniez w tym przypadku. Celem pracy bowiem nie
bylo, jak zostalo napisane przez mgr Zebrowska na str. 12, poszukiwanie, izolowanie,
klonowanie itd. Celem pracy byto znalezienie i scharakteryzowanie nowych narzgdzi do
manipulacji DNA, co napisalem we wstepie swojej recenzji. A te wszystkie analizy i badania
biologiczno-biochemiczno-biofizyczne byty jedynie drogg do osiggnigcia tych celow.

Jezeli chodzi o ogodlng oceng poszczegdlnych rozdziatow to tres¢ ich jest bardzo
merytoryczna. Generalnie nie mam do ich zawarto$ci jakis wigkszych uwag. Liste uwag
bardziej szczegotowych i pytan przedstawi¢ ponizej. Rozdzialy dotyczace materiatow i metod
sg bardzo wyczerpujaco napisane. Wszystkiec metody sg jasno i przystepnie opisane jak
réwniez cate postgpowanie eksperymentalne jest tak przedstawione, ze inne osoby nie
powinny mie¢ probleméw z powtdrzeniem poszczegdlnych eksperymentow. Dobor metod
jest wlasciwy. Na wielu etapach pracy stosowano rézne metody aby ustali¢ jednoznacznie




odpowiednie dane. Tak bylo m.in. przy okreslaniu gatunku wyizolowanej bakterii czy tez
przy okresleniu sekwencji rozpoznawanej i miejsca cigcia DNA przez R.GeolCl.

Na wyroznienie zastuguja rozdzialty z przedstawieniem 1 dyskusja wynikow.
Rozdzialy te sa rowniez bardzo przejrzyscie napisane. Przedstawione dane nie budza
watpliwosci. Ich prezentacja jest profesjonalna i zawiera bardzo duzo szczegotow waznych z
punktu widzenia eksperymentalnego.

W calej pracy znajduje si¢ tez bardzo wiele odniesien do zrodtowej (troche starszej) i
biezacej literatury (nawet prace z 2016 r sg cytowane) co wskazuje na rozlegly wiedze
Doktorantki w obszarze prowadzonych badan. Przeglad literaturowy i analiza danych w
dziedzinie objetej badaniami jest bardzo wnikliwa i $cisle zwigzana z poszczegdlnymi
zagadnieniami podejmowanymi w pracy doktorskie;j.

Warto tez pochwali¢ edytorski aspekt pracy zwigzany z prezentacja rysunkow,
wykresoéw oraz schematow a przede wszystkim tabel. Wszystkie te rysunki sa profesjonalnie
przedstawione i posiadajg bardzo dobre opisy, w ktorych tam gdzie jest uzasadnione uzywa
si¢ kolorow dla utatwienia czytania informacji na rysunku. Jezeli chodzi o sam jezyk pracy to
jest bardzo poprawny. Znalaztem jedynie kilka btedoéw stylistycznych i tak zwanych
literéwek, co przy tak dtugim tekscie jest trudne do uniknigcia.

Uwagi i komentarze ogolne:

Tak jak wspomnialem na wstepie praca jest bardzo ciekawa i nowatorska, a jej wyniki istotne
ze wzgledu na postep wiedzy w dziedzinie tworzenia nowych narzgdzi do manipulacji DNA.
Autorce udato si¢ odkry¢ i scharakteryzowa¢ takie nowe narz¢dzie wykonujac zmudng prace
mikrobiologiczng, a nastgpnie izolujac ze szczepoéw bakteryjnych i charakteryzujgc nowe
enzymy w tym endonukleaze R.GeolCIl. Praca z tego wzgledu niesie bardzo duzy element
nowos$ci naukowej. Do czesci pracy bedacej dyskusja i takiego przedstawienia wynikoéw nie
mam jako recenzent zastrzezen. Wyniki tej pracy zwlaszcza, ze zostaly juz w czeSci
opublikowane stanowig istotny wktad w rozwdj narzgdzi biologii molekularnej.

Z obowigzku recenzenta chcialbym jednak zwroci¢ uwage, ze czytajac prace
znalaztem kilka r6znych miejsc gdzie nie w pelni bylem usatysfakcjonowany opisem, gdyz
tekst nie zawieral wystarczajacego opisu lub zawieral taki, ktory nie byl w pelni zrozumiaty.
Stad tez ponizej przedstawiam kilka uwag mniej lub bardziej szczegdtowych (w tym
edytorskich) wymagajacych lub nie komentarza.

Uwagi i komentarze szczegolowe (przy czym nie wszystkie wymagaja odpowiedzi czy
komentarza, gdyz stanowia jedynie uwage):

Rozdziat 1:
Strona 12:
W celu pracy autorka podaje ze bedzie opracowywa¢ metody analizy parametrow
fizykochemicznych ... itd. ale jest to nieprecyzyjne gdyz metody opracowuje si¢ w

konkretnym celu. W tym przypadku raczej autorka nie opracowywata metod a je stosowata
dla konkretnego uktadu i to byto nowoscig naukows.

Rozdziat 2:

Strona. 12-13:
Poczatek streszczenia w j. polskim 1 j. angielskim r6znig si¢ co do zawartos$ci.



Rozdziat 3.
Str. 16:

Pierwsze zdanie wstepu wskazuje jakoby gleba byta ziemskim zywiotem — skad taka
definicja?

Rys. 1.
W legendzie do rysunku nie ma opisu koloru czerwonego.

Strona 17:

Jako metod¢ poszukiwania nowych organizméw o potencjalnym znaczeniu przemystowym
lub naukowym autorka wymienia ,,izolowanie organizmow o pozadanych cechach”. Jest to
dos¢ nieprecyzyjne bo w wickszosci przypadkéw dopiero po wyizolowaniu takiego
organizmu mozna dopiero ustali¢ czy posiada on pozadane wlasciwosci.

Strona 18:
Jest tu pierwsza tabela i autorka do$¢ nietypowo przedstawia opis tabeli pod tabelg. W
publikacjach opisy tabel sa przed tabela. Uwaga ta dotyczy wszystkich tabel.

Strona 23:

Autorka pisze, ze bakterie rodzaju Geobacillus zaliczane sa do bakterii termofilnych
umiarkowanych 1 wlasciwych, a podzniej podaje informacje, ze wystepuja one w
umiarkowanych 1 $rednioumiarkowanych s$rodowiskach gdzie panuje niska temperatura
(Andy, Row Marianski) — to jak to jest z tymi bakteriami?

Strona 25:
Autorka nie wyjasnia dlaczego wielko$¢ endospory moze mie¢ znaczenie dla
rozprzestrzeniania si¢ bakterii z rodzaju Geobacillus.

Strona 30:
Rys. 7 jest mato czytelny — za male litery.

Strona 34:

Autorka przedstawia tutaj hipotezg o CRISPR ktory dziata jako element pamigci genetycznej 1
ochrona przed kolejng infekcja bakteriofagowsa. Czy wiadomo jak to dziata na poziomie
komorkowym?

Strona 41:

W tek$cie ,,Ogromny wplyw na termostabilno§¢ biatka majg oddzialywania
wewnatrzczasteczkowe. Na wigksza termostabilno$¢ wptywa zwigkszenie liczby wigzan
wodorowych migdzy czasteczkami natadowanymi z neutralnymi” nie wiadomo o jakie
wigzania wodorowe chodzi? By¢ moze autorka miala na mys$li wigzania wodorowe migdzy
resztami aminokwasowymi w danym biatku?

Strona 42:

Zdanie ,,Wzrost entropii powoduje termiczne rozfaldowanie struktury biatka i obnizenie
energii swobodnej tego rozfaldowania”. Jest raczej odwrotnie to dana struktura biatka, ktora
ma zdolnos¢ do rozfaldowania powoduje wzrost entropii co prowadzi do obnizenia energii
swobodnej tego rozfatdowania.



Rozdziat 7.

Strona 105:
Bakterie Geobacillus pomimo swojej klasyfikacji do rodziny Bacillaceae (bakterie Gram
dodatnie) wykazujag Gram ujemnos¢. Jak to mozna wyjasnic?

Strona 122:
Czy mechanizm rozpoznawania sekwencji i miejsca cigcia DNA przez REaze R.GeolClI jest
zgodny z mechanizmem przedstawionym na Str. 12 Rys. 40 i czy niejako go potwierdza?

Strona 126:
Maksimum aktywno$ci enzymu REaz¢ R.GeolCI przypada w przedziale 50 do 100 mM
stezenia NaCl. Jak to si¢ ma do srodowiska fizjologicznego w komorce bakteryjne;j?

Rozdziat 8.

Strona 148:

Mimo, ze rola RM.Tsol/DMSO wykracza poza zadania prezentowanej pracy autorka
przedstawia wyniki wptywu DMSO na aktywno$¢ enzymu, dlatego brakuje w tym miejsc
informacji jaka molekularng rol¢ moze pelni¢ DMSO w tym uktadzie enzymatycznym.

Rozdziat 9.

Strona 160:

Prositbym o wyjasnienie jakie moze by¢ zrodto roznic w wyznaczaniu masy czasteczkowej
enzymu syn-RM.Taqll pomiedzy metoda teoretyczng (oparta na sekwencji), a metodami
eksperymentalnymi.

Strona 161:
Co autorka ma na mysli uzywajac zwrotu ,,moc cieplna” — pierwsze zdanie na stronie?

Strona 162:

Jak autorka rozumie stwierdzenie: ,,Rezultat (chodzi o widma CD) sugeruje, 1z w strukturze
przestrzennej biatka syn-RM.Taqll w formie aktywnej przewaza w zawartosci o-helis, a
dopiero po przekroczeniu T, enzymu nastepuje czgsciowe rozfaldowanie biatka, powodujace
eksponowanie struktur drugorzedowych P-kartek? Czy te struktury B-kartek sa zatem caty
czas obecne w biatku i dopiero sa odstaniane w czasie rozfaldowania ale ich nie wida¢ w
natywnym biatku, czy tez tworza si¢ w procesie rozfaldowania jako struktury przejsciowe?

Generalna uwaga co do przedstawiania literatury w spisie:
Odnos$niki w spisie literatury do stron domowych czy tez baz danych powinny mie¢ daty,
gdyz niestety niektore takie pozycje stajg si¢ nieaktualne z czasem.

Podsumowanie:

Pomimo moich pewnych uwag krytycznych przedstawionych powyzej, z ktorych cze¢§¢ ma
jedynie charakter pytan czy dyskusji naukowej lub uwag korekcyjnych, bardzo wysoko
oceniam przedstawiong mi do recenzji prace Pani mgr. Joanny Zebrowskiej. Zwlaszcza duzy
wktad nowosci naukowej i osiggnigcie w pelni postawionych sobie ambitnych celow jest
przeze mnie wysoko ocenione. Sama praca stanowi dokumentacj¢ oryginalnych badan



prowadzonych przez Doktorantke, ktore w duzej czesci zostaty opublikowane co stanowi 0
wysokich walorach naukowych i duzym wktadzie nowos$ci naukowej catej pracy.

Moim zdaniem praca doktorska Pani Zebrowskiej catkowicie, i to z naddatkiem,
spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w pkt. 13 Ustawy o tytule i stopniach
naukowych. Praca wskazuje takze, ze Doktorantka posiada rozleglta wiedz¢ w dziedzinie
biotechnologii aplikacyjnej i chemii uktadéw enzymatycznych. W toku realizacji pracy
wykazal Ona rowniez umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia skomplikowanych badan
naukowych w roéznych obszarach od mikrobiologii przez chemie do biofizyki. Z podanych
wyzej wzgledow wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego 0
dopuszczenie Pani mgr Joanny Zebrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na to, ze efektem pracy doktorskiej byto powstanie i mocno
udokumentowane scharakteryzowanie nowego narzgdzia molekularnego do manipulacji
DNA, co nie zdarza si¢ czgsto, wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr
Zebrowskiej.



