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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Joanny Zebrowskiej
pt. ,Charakterystyka i inzynieria aktywnosci enzymatycznej
termostabilnych endonukleaz restrykcyjnych nalezacych do typu IIS”

Endonukleazy restrykcyjne sg podstawowym narzedziem biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej. W ostatnich latach, termostabilne endonukleazy restrykcyjne typu IIS staty sie
atrakcyjnym obiektem badan, ze wzgledu na ich mozliwe zastosowania w dynamicznie
rozwijajacej sie genomice, a w szczegdlnosci w metodach wysokoprzepustowego
sekwencjonowania DNA. Poszukiwanie nowych termostabilnych REaz typu IS z naturalnych
zrodet, badania i modyfikacje ich charakterystyki biochemicznej napedzane sg przez wysoki
potencjat wdrozeniowy tych enzymoéw. W konsekwencji opracowanie standardowych procedur
analizy biochemicznej i fizykochemicznej termostabilnych REaz typu IIS staje sie koniecznoscia,
poniewaz standardowe procedury analizy umozliwiajg bezposrednie poréwnywanie wynikéw
badan réinych REaz. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cenny wkfad do
powyzszej tematyki.

Do recenzji dostarczono rozprawe doktorska liczacg 191 stron tgcznie z wykazem
piSmiennictwa. Ukfad pracy jest standardowy, przy czym wyniki potgczono z dyskusjg — taki
zabieg jest dosy¢ czesto spotykany w publikacjach naukowych i jak najbardziej dopuszczalny.
Od strony redakcyjnej praca zostata przygotowana starannie, jedynie z drobnymi uchybieniami,
ktdre nie miaty wptywu na ocene pracy. Umieszczenie numerdw i tytutdw w stopce tabel i rycin
jest nieco niewygodne w odbiorze, w szczegdlnosci w przypadku wielostronicowych tabel.
Ogédlnie przyjetym standardem jest umieszczenia tytutu i numeru porzgdkowego w nagtéwku
tabeli, a legendy w stopce. Ponadto w tekscie znajdujg sie inne drobne btedy redakcyjne, np. w
Tabeli nr 4 — przesuniecie cytowania jednego ze zrédet do niewtasciwego wiersza.

Wstep teoretyczny napisany zostat w bardzo przystepny sposdb, doktorantka przechodzi

stopniowo od niemal popularnonaukowego opisu do kwestii scisle naukowych i technicznych.
To sSwiadczy o lekkosci pidra doktorantki i talencie dydaktycznym. Ponadto tekst uzupetniony
jest rownie przystepnymi i dobrze skomponowanymi rycinami.

Wstep rozpoczyna sie od charakterystyki taksonomicznej i filogenetycznej oraz ogdlnego opisu
biologii wybranych rodzajéow bakterii termofilnych, z ktérych wywodza sie enzymy badane w
przedstawionej do oceny rozprawie. Zostaty takie omowione systemy obronne bakterii-
gospodarza przed obcymi elementami genetycznymi, z szczegdlnym wyeksponowaniem
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systemow RM, jako najblizej powigzanych z tematyka pracy. Doktorantka szczegdétowo
przedstawita cechy poszczegdlnych typéw endonukleaz restrykcyjnych, z naciskiem na Typ Il, a
takze na termostabilne REazy, wraz z omoéwieniem modyfikacji aktywnosci enzymatyczne;.
Wstep zawiera rowniez odniesienia do watkédw pobocznych, niezwigzanych bezposrednio z
tematyka rozprawy, ktére jednak nie burzg ogdlnej harmonii tekstu.

Nadrzedny cel pracy zostat sformutowany w zagmatwany sposéb, poniewaz zawiera

niepotrzebne stwierdzenia dotyczagce mozliwych zastosowan wynikdéw pracy, przy czym te
zastosowania per se nie byly tematem rozprawy i nie byty poddane ocenie eksperymentalne;j
podczas przeprowadzonych badan. Analogicznie nieprecyzyjne sformutowanie znajduje sie w
streszczeniu: ,celem pracy byto stworzenie narzedzi stuzacych ulepszeniu badan
genomowych”. To jest mylgcy ogdlnik, chociaz wyniki pracy z pewnoscig stanowig solidne
podwaliny  do kolejnych projektéw  stuzgcych praktycznemu wykorzystaniu
scharakteryzowanych w przebiegu badan endonukleaz restrykcyjnych i S-adenozylo-L-cysteiny
jako nowego analogu strukturalnego kofaktora allosterycznego S-adenozylo-L-metioniny.
Uwazam, ze omodwienie mozliwych zastosowan wynikdw pracy zasadniczo powinno byto
znalez¢ sie wyfacznie w dyskusji, ewentualnie we wstepie recenzowanej rozprawy.

Poczatkowe negatywne wrazenie, wynikajgce ze sposobu przedstawienia nadrzednego celu
pracy, kompensuje opis celéw szczegdtowych, ktére obejmowaty: (i) poszukiwanie, izolacje (w

tym klonowanie i ekspresje kodujgcych gendw) i analize biochemiczng nowych termostabilnych
endonukleaz restrykcyjnych; (ii) synteze S-adenozylo-L-cysteiny (SAC) jako nowego analogu
strukturalnego kofaktora allosterycznego S-adenozylo-L-metioniny (SAM) oraz testy SAC jako
czynnika modyfikujgcego swoistos¢ termostabilnych nukleaz restrykcyjnych typu 1IS; (iii)
»,opracowanie metod” analizy parametréw fizykochemicznych termostabilnych enzymoéw typu
[IS. W przypadku ostatniego celu szczegdétowego nie zgadzam sie z okresleniem ,,opracowanie
metod”, poniewaz w badaniach zastosowano dobrze znane konwencjonalne metody. Lepszym
okresleniem bytoby ,opracowanie procedury”, ktdra rzeczywiscie jest oryginalna, a jej
potencjalne zastosowania uniwersalne, stad z pewnoscia moze zostaé wykorzystana jako
standard w przysztych projektach.

Cze$¢ metodyczna rozprawy zostata przygotowana bardzo starannie i szczegétowo. Jedynie w

opisie sekwencjonowania DNA metodg Sangera zabrakto informacji czy sekwencjonowanie
zostato wykonane jedno- czy dwukierunkowo (opis wynikdw na s. 103 sugeruje, ze
sekwencjonowanie wykonano z uzyciem jednego startera). Taka informacja jest istotna,
poniewaz ma wptyw na ocene wiarygodnosci stwierdzonych wariantow sekwencyjnych.
Ponadto, ze wzgledu na ztozonos$¢ badan i mnogos¢ zastosowanych metod, pomocny maégtby
by¢ schemat blokowy obrazujgcy catos¢ przeprowadzonych badan i wzajemne powigzania
pomiedzy poszczegdlnymi etapami. Podobnie, przedstawienie bardziej ztozonych procedur
laboratoryjnych w postaci wypunktowanej listy utatwitoby korzystanie z opisanych metod w
kolejnych projektach. Powyzisze uwagi majg jednak charakter kosmetyczny. Ogdlnie, opis
materiatdw i metod przekracza standard spotykany w zblizonych tematycznie pracach, a to
oceniam bardzo wysoko.
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Wyniki pracy sg zasadniczo kompleksowo zaprezentowane, wielokierunkowe i oparte na
wykorzystaniu niezaleznych metod, a ich interpretacja jest rzeczowa, poprawna i potgczona z
krotka, aczkolwiek tresciwg dyskusjg. Tym niemniej, mam kilka uwag, ktore przedstawitem
ponizej.

Odnosnie ustalenia przynaleznosci taksonomicznej na podstawie sekwencji 16S rRNA: mozna
byto uzy¢ innych, bardziej polimorficznych markeréw stuzgcych do klasyfikacji nizszych
jednostek taksonomicznych. Alternatywnie, wykonanie sekwencjonowania i wstepnego
ztozenia sekwencji catego genomu nie stanowi obecnie nadmiernego wyzwania zaréwno pod
wzgledem kosztow, jak i wykonania niezbednej analizy bioinformatycznej, a mogtoby
dostarczy¢ cennych dla biotechnologii wynikédw, np. dotyczacych wystepowania bakteriofagow
lub (mega) plazmiddw.

Sekwencjonowanie catego genomu mogtoby réwniez stanowi¢ kompleksowe podejscie do
poszukiwan gendw kodujgcych enzymy z rodziny REazo-MTaz Thermus w DNA genomowym
Geobacillus sp. (rozdziat 7.14). Doktorantka jest swiadoma z korzysci jakie datoby w tym
przypadku sekwencjonowanie catego genomu i nawigzuje do tego aspektu w zwieztej dyskusji
(s. 129). Tym niemniej nalezy przyznaé, ze zastosowane przez doktorantke prostsze i z
pewnoscig mniej kosztowne rozwigzanie przyniosto oczekiwany rezultat.

Doktorantka podaje, w interpretacji wynikow zaprezentowanych na Rys. 35, ze , pozycja prazka
odpowiadajgcego prawdopodobnie R.GeolCl okreslona zostata na podstawie korelacji wynikéw
rozdziatu elektroforetycznego =z aktywnoscia enzymatyczng” poszczegdlnych frakcji
przedstawiong na Rys. 34. Wskazany na Rys. 35 prazek w mieszaninie frakcji 3 i 4 obecny jest
jednak réwniez we frakcji 5, ktéra nie wykazata aktywnosci restrykcyjnej. By¢ moze wynika to z
niezauwazalnych rdéznic masy czasteczkowej prazkéow przy rozdzielczosci Rys. 35
umieszczonego w rozprawie. Ten fakt nie powinien byt jednak pozosta¢ bez wyjasnienia w
opisie wynikow.

Mam réwniez uwage do jakoéci prezentacji wynikdw przedstawionych na Rys. 39 i 40. Zele
poliakrylamidowe wybarwione metodg Coomassie sg prawie nieczytelne i w konsekwencji nie
nadajg sie do interpretacji. Prawdopodobnie wynika to z wzglednie niskiej czutosci
zastosowanej metody barwienia, oraz ze sposobu reprodukcji obrazéw w rozprawie. Uwazam,
ze w takim przypadku nalezato ograniczy¢ prezentacje wynikow do zeli barwionych srebrem,
ktdrych jakosc¢ jest satysfakcjonujgca i umozliwia petng interpretacje wynikow.

Praca nie zawiera typowych wnioskéw, tylko ich rozszerzong wersje zatytutowana
»podsumowanie”. Takie rozwigzanie jest jednak w petni uzasadnione, poniewaz opisowy

charakter pracy wymagat szerszego podsumowania, a nie tylko syntetycznej listy wnioskdéw.

Przedstawiona do recenzji praca ma w duzej mierze charakter obserwacyjno — opisowy. Tego
typu prace, czesto niestusznie, uwazane sg za mniej wartosciowe niz klasyczne rozprawy oparte
na eksperymentalnej weryfikacji postawionych hipotez. W przypadku recenzowanej rozprawy,
szeroki i pod wieloma wzgledami wyczerpujgcy zakres badan umozliwit wykonanie
niezaleznych metodycznie obserwacji, a w konsekwencji wyciggniecie wiarygodnych wnioskéw
pozwalajgcych na wytyczenie kierunkéw dalszych badafA. Praca jest bardzo bogata
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warsztatowo, z perspektywami do wykorzystania tego warsztatu w przysztosci.
Wielokierunkowo$¢ strategii badawczej, oraz powigzana mnogos¢ zastosowanych rozwigzan
metodycznych, jest wyrdzniajgca i moim zdaniem przekracza wymagania stawiane rozprawom
doktorskim. Wyniki badan zostaty rowniez opublikowane w specjalistycznych czasopismach
naukowych.

Ponadto, na osobne omdwienie zastuguje wysoki potencjat aplikacyjny uzyskanych wynikéw. W
klasycznych zastosowaniach endonukleaz restrykcyjnych, ciecie w pewnej odlegtosci od miejsca
rozpoznawanego, przesuniecie miejsca ciecia oraz aktywnos¢ ,star” sg zazwyczaj cechami
niepozgdanymi. Tym niemniej, w coraz szerzej stosowanej metodzie wysokoprzepustowego
sekwencjonowania rownolegtego (ang. massively parallel sequencing), zwanego réwniez
sekwencjonowaniem nastepnej generacji (ang. Next Generation Sequencing - NGS),
wymienione cechy enzyméw sg jak najbardziej pozgdane. Konstrukcja biblioteki fragmentow
do sekwencjonowania w idealnej sytuacji powinna by¢é procesem o jak najbardziej
przypadkowe] dystrybucji miejsc fragmentacji matrycowego DNA, przy jednoczesnym
zachowaniu waskiego zakresu wielkosci uzyskanych fragmentéw. Poczatkowo uzywano w tym
celu specjalistycznych sonifikatoréw. Takie rozwigzanie obarczone jest jednak wadami, m.in.
wysokim kosztem urzadzen, niepetng kontrolg nad przebiegiem fragmentacji, oraz
ograniczonymi mozliwosciami automatyzacji w celu réwnolegtego przetwarzania wielu prob.
Dodatkowo, sonifikacja generuje fragmenty o znacznym udziale dtugich koncéw
jednoniciowych, ktére sg naprawiane na drodze enzymatycznej z niskg efektywnoscia i jako
takie nie mogg stuzy¢ jako substrat do konstrukcji biblioteki do sekwencjonowania. Stad w
sekwencjonowaniu wysokoprzepustowym istnieje duze zapotrzebowanie na zastgpienie
fizycznych metod fragmentacji DNA metodami enzymatycznymi. Wiele metod opartych o
enzymatyczng fragmentacje DNA jest jednak obcigzonych niepetng losowoscig procesu
fragmentacji, zwigzang m.in. ze zbyt rzadkim cieciem i w obrebie rozpoznawanego motywu
sekwencji. Wyniki ocenianej rozprawy majg wysoki potencjat wdrozeniowy, poniewaz z
pewnoscig mogg stanowié cenny wkitad w rozwdéj metod stuzgcych przygotowaniu bibliotek
losowych fragmentéw do wysokoprzepustowego sekwencjonowania réwnolegtego.

W Swietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej,
stwierdzam, ze zostaty spetnione wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom
doktorskim, zawarte w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym. Wnosze do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdarskiego o dopuszczenie mgr Joanny Zebrowskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lotroil

dr hab. Arkadiusz Piotrowski, prof. nadzw. GUMed
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