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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Olgi Zolnierkiewicz pt. ,,Chemiczna synteza
zoptymalizowanego genu taqlIRM: otrzymywanie aktywnego biologicznie bifunkcyjnego
bialka oraz kontrolowana zmiana specyficzno$ci enzymatycznej, sterowana analogami
kofaktora” napisanej pod kierunkiem promotora Pana prof. dra hab. Piotra Skowrona
oraz promotora pomocniczego Pani dr hab. Agnieszki Zylicz-Stachula. Recenzja
opracowana na zlecenie Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Z przyjemnoscia i duzym zainteresowaniem zapoznatem si¢ z rozprawg doktorska Pani
mgr Olgi Zotnierkiewicz. Juz na wstepie chce podkreslié jej wysoka warto§¢ zaréwno
merytoryczng, metodologiczng, jak réwniez aplikacyjng. Podjety temat wpisuje si¢ w nurt
badan nad zlozong problematyka inzynierii genetycznej, syntezy oraz analiz biochemicznych
biatek pochodzenia bakteryjnego. Wszystkie te obszary sa aktualnie waznym elementem
rozwoju nauk chemicznych i biomedycznych. Recenzowana praca Stanowi cze$¢ badan
prowadzonych od wielu lat w Katedrze Biotechnologii Molekularnej Uniwersytetu
Gdanskiego, kierowanej przez prof. dra hab. Piotra Skowrona.

Recenzowang prace stanowi przygotowane w jezyku polskim opracowanie liczace 187
stron. Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich z zakresu nauk eksperymentalnych i
niec budzi zastrzezen. Praca =zawiera nastgpujace czgsci: ,.cele”, streszczenie”,
,wprowadzenie”, ,materiaty”, ,metody”, ,wyniki’, ,dyskusja wynikow” oraz
,podsumowanie”. Prace uzupelnia wykaz skrotow, spis tabel i rysunkéw oraz literatura
obejmujgca 255 pozycje wraz z wykazem stron internetowych (11 odno$nikow). Rozprawa
doktorska przygotowana jest starannie i przejrzyscie. Posiada dobrze dopracowang strone
graficzng, klarowne ryciny, tabele i wykresy. Uklad pracy pokazuje duze umiejetnosci
Doktorantki w zakresie wlasciwego przedstawienia problemu naukowego i poprawnego

sposobu jego rozwigzania oraz odpowiedniej analizy wynikow.
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Wprowadzenie stanowi bardzo doktadny i obszerny opis podjetej tematyki badawcze;.
W liczacym 24 strony wprowadzeniu Autorka opisata charakterystyke organizmow
cieptolubnych oraz ich adaptacje do zycia w wysokiej temperaturze, systemy restrykcyjno-
modyfikujace (RM), jak rowniez enzymy z rodziny Thermus sp. Autorka opisata réwniez
szczegdtowo projektowanie i chemiczng synteze DNA de novo. Na uwage zastuguje
umieszczenie szczegdtowych tabel, ktore systematyzuja wiedze dotyczaca klasyfikacji
organizméw ekstromofilnych, termofilnych oraz systemow restrykcyjno-modyfikujacych
(RM). Autorka pracy przy zastosowaniu tabel i dobrej jako$ci rysunkéw przedstawita rowniez
peing charakterystyke porownawczag enzyméw z rodziny Thermus sp. Ciekawym i waznym
elementem wprowadzenia pracy jest opisanie procesu ewolucji systeméw RM, ktory prowadzit
do ich duzej zmiennosci genetycznej i funkcjonalnej. We wprowadzeniu Autorka pracy
podkreslita kluczowy laboratoryjny problem niskiego poziomu ekspresji genéw kodujacych
termostabilne endonukleazo-metylotransferazy (RM), dzigki czemu w logiczny sposob
wyjasnita zasadno$¢ podjetego przez siebie tematu badawczego. Doktorantka, przygotowujac
te czeS¢ pracy, wykazata si¢ bardzo dobrg znajomoscig tematu i biezgcego piSmiennictwa
naukowego.

Autorka pracy w sposob precyzyjny ustalita dwa gltéwne cele badawcze. Pierwszym
zamierzeniem bylo zbadanie biochemicznych wtasciwosci rekombinantowej REazy Taqll, w
tym ustalenie warunkow maksymalnej aktywno$ci enzymu, weryfikacja 1 wyznaczenie
sekwencji rozpoznawanych oraz miejsc cigcia DNA. Drugim celem byta optymalizacja
procedury nadprodukcji biatka Taqll w bakterii E. coli oraz opracowanie protokotu izolowania
aktywnego enzymu. Nalezy w tym miejscu zwroci¢ uwage, iz temat pracy doktorskiej obejmuje
réwniez chemiczng syntez¢ genu taqlIRM, co nie zostalo wyszczegdlnione w celach pracy.
Dodatkowo, pozwolg sobie zauwazy¢, iz cele opisane sg acznie z zatozeniami pracy, co w
mojej opinii powinno zosta¢ rozdzielone dla poprawienia czytelnosci pracy.

W rozdziale ,,materiaty” Autorka starannie i szczegotowo przygotowata wykaz uzytego
materiatu biologicznego (szczepy bakteryjne) i genetycznego (DNA bakteriofagéw, bakterii
oraz hepatocytow), materialdéw do hodowli bakteryjnych, odczynnikéw i enzyméw do pracy z

kwasami nukleinowymi oraz sprz¢tu laboratoryjnego i komputerowego. W opisywanym
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rozdziale Autorka przedstawila réwniez czytelne mapy restrykcyjne plazmidow oraz
poréwnanie Sekwencji syntetycznego oraz natywnego genu tagliIRM. Rozdziat ten nie budzi
zastrzezen Recenzenta. W dalszej czegsci pracy Doktorantka wyczerpujaco przedstawita
zastosowane metody badawcze. W rozdziale tym =zostaly opisane metody shluzace
otrzymywaniu syntetycznego genu taqlIRM*" oraz techniki nadprodukcji i analizy enzymu
TaglI®". Autorka nie przedstawita jednak informacji na temat pochodzenia tkanek zwierzgcych
(watroby). Czy byly to tkanki dostgpne komercyjnie? Z jakiej liczby zwierzat? Zastrzezenia
moze budzi¢ stwierdzenie, iz w wyniku homogenizacji watroby uzyskano DNA hepatocytow.
Nalezy zwroci¢ uwage, ze organ ten zwiera, obok hepatocytow, szereg innych komorek, np.
komorki $rodblonka, makrofagi. W rozdziale ,,wyniki”, jak réwniez w calej pracy, Autorka
czgsto stosuje okreslenie ,,optymalizacja genu”, co jest pewnym uproszczeniem wynikajacym
z bezposredniego tlumaczenia z jezyka angielskiego. Okreslenie to, w opinii Recenzenta
powinno by¢ jednak uszczegotowione dla jednoznaczno$ci opisu tego procesu. Metodyka pracy
zostala podzielona wedlug materialu badawczego, ktory wykorzystywano w pracy, CO jest
czesto stosowanym zabiegiem. Moze to jednak nastrgczaé czytelnikowi pewne trudnosci w
pelnym przesledzeniu szlaku eksperymentalnego i odniesieniu go do wynikéw. W opinii
Recenzenta, umieszczenie w pracy schematu (sekwencji) procedur mogtoby znacznie utatwié
przesledzenie wszystkich technik i interpretacje wynikow. Nalezy rowniez dodac¢, iz gen taqll
zostal zsyntezowany przez firmg zewngtrzng, ktora zgodnie z opisem Doktorantki, nie
udostepnita informacji na temat techniki syntezy. Doktorantka podjeta si¢ jednak objasnienia
procesu syntezy tego genu w oparciu o powszechnie dostgpne publikacje i protokoty. Synteza
genu przez firm¢ zewngtrzng, jak rowniez ogdlny jej opis nie budzg zastrzezen. Jednak w
zwigzku z powyzszym, tytut pracy w mojej opinii nie powinien odnosi¢ si¢ do syntezy genu
taqlIRM. Ponadto w rozdziale ,,metody” (strona 72) brakuje opisu systemu numerowania i
informacji o catkowitej liczbie otrzymanych rekombinantow, z ktorych czgs¢ wyszczegdlniona
jest w rozdziale ,,wyniki”. Natomiast pewne opisy sg powtarzane np. etapy klonowania genow.
Umieszczenie tych opiséw w jednym miejscu sprawitoby, ze opis procedury bylby znacznie
czytelniejszy.

W nastgpnym rozdziale ,,wyniki” Autorka przedstawita bardzo doktadnie biochemiczne

wiasciwo$ci rekombinantowej enodonukleazy Taqll, klonowanie syntetycznego genu taqlIRM,
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optymalizacje nadprodukcji i izolacji enzymu Taqll. Autorka przedstawia w tym rozdziale
wyniki szeregu dobrze zaplanowanych doswiadczen, ktore wykonane byly z wykorzystaniem
nowoczesnych metod biologii molekularnej. Jednocze$nie nalezy w tym miejscu podkresli¢
ogromny wkitad pracy laboratoryjnej Doktorantki. Warte zaznaczenia jest umieszczenie w
rozdziale ,,wyniki” doktadnych tabel, dobrej jakosci rysunkow, zdje¢ oraz schematéw. Duza
liczba wysokiej jakosci zdje¢ zeli elektroforetycznych znakomicie dokumentuje wykonane
przez Doktorantke do$wiadczenia. Moje zastrzezenie budzi jednak cze$s¢ wynikow, ktora
przedstawia dane liczbowe (% aktywnosci enzymu), pochodzace tylko z pojedynczych
doswiadczen. Dotyczy to np. wptywu warto$ci pH oraz sity jonowej na aktywnos$¢ REazy Taqll
(strony 93, 94). Brak powtdrzen powoduje, iz trudno wyznaczy¢é z duza doktadnosciag
rzeczywisty wptyw niektorych parametréw na aktywno$¢é enzymu. W mojej opinii rozdziat
,wyniki” zawiera w niektérych miejscach zbyt duzo szczegdéldw opisanych wczes$niej W
rozdziale ,,metody”. Zrezygnowanie z cz¢sci tych opisow ulatwitoby czytelnikowi ptynniejsze
zapoznanie si¢ z wynikami. Dodatkowo, ze wzgledu na bardzo rozbudowang i szczegdtowsq
cze$¢ poswigcong wynikom, sugerowatbym umieszczanie podsumowania podrozdziatow, co w
znaczacym stopniu ulatwitoby czytelnikowi zapoznanie si¢ z pracg. Kolejno$¢ omawianych
wynikéw odpowiada celom pracy, jednak nie znajduje ona swojego odzwierciedlenia w
opisanej metodyce i1 sekwencji wykonywanych procedur eksperymentalnych. Przyktadowo,
wyniki rozpoczynaja si¢ od omowienia wtasnosci biochemicznych biatka a nie syntezy genu.
Mimo tych uwag, catos¢ rozdziatu ,,wyniki” reprezentuje bardzo wysoki poziom naukowy i
stanowi niezwykle wartosciowa podstawe do tworzenia dyskusji 1 wyciggania wnioskow.

W nastgpnym rozdziale ,,dyskusja wynikéw” Autorka w sposob wnikliwy omowita
wyniki pracy dotyczace roznorodnosci aktywnosci REazy, specyficznosci substratowej enzymu
Taqll oraz ekspresji genu taglIRM. Ciekawym elementem tego rozdziatlu jest tabela, ktora
bardzo doktadnie opisuje i klasyfikuje mechanizmy molekularne warunkujace termostabilnos¢
biatek. W rozdziale tym zwraca uwage dojrzatos¢ naukowa Doktorantki oraz umiej¢tnosé
analizy i wnioskowania naukowego. Na koncu rozdziatu znajduje si¢ dos¢ krotkie odniesienie
do mutagenezy genu taqlIRM. Proces ten wydaje si¢ by¢ bardzo ciekawy i w mojej opinii

zashuguje na nieco szerszy opis.
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W ,podsumowaniu” Autorka opisata najwazniejsze wyniki pracy skupiajgc si¢ na
wlasciwo$ciach biochemicznych REazy Taqll oraz warunkach chemicznych tworzacych
optymalng aktywnos$¢ tego enzymu. Autorka podkresla rowniez, iz opracowana technologia
moze by¢ uzyteczna w tworzeniu i konstruowaniu bibliotek genomowych. Doktorantka
wymienia rowniez, spo$rod najwazniejszych wynikoéw, zoptymalizowanie procedury
nadprodukcji toksycznego dla rekombinantowego, mezofilnego gospodarza E. coli biatka
Taqll. Rozdziat ,,podsumowanie” nie budzi zastrzezen i dowodzi umiejetnosci syntezy oraz
interpretacji wynikoéw przez Panig mgr Zohierkiewicz. W mojej opinii warto bytoby jednak
przedstawi¢ takze bardziej ogolne wnioski ptyngce z prac eksperymentalnych i podsumowania
wynikow.

W dalszej czesci pracy Doktorantka przedstawita wykaz skrotow, spis 61 tabel, 24
rysunkéw, 11 wykreséw, 2 rownan, 30 obrazoéw elektroforez oraz 2 fluorograméw. Wykazy te
zostaty przygotowane z nalezyta starannoscig i nie budzg zastrzezen. Ostatnig czg$cig pracy jest
literatura liczaca 255 pozycji bibliograficznych oraz 11 odnosnikéw do stron internetowych.
Dobor pismiennictwa przygotowany jest staranie i nie budzi zastrzezen. Wykorzystanie tak
bogatej i szerokiej literatury pokazuje, iz Autorka rozprawy swobodnie porusza si¢ w obszarze
prowadzonych badan naukowych. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz znaczna cz¢$¢ cytowanych prac
zostata opublikowana ponad 10 lat temu.

Cata praca napisana jest starannie i reprezentuje bardzo wysoki poziom edytorski. Mimo
to, Autorka w kilku miejscach pracy popeinita niewielkie btedy piszac np. ,,wyciszala
transkrypcje biatka” (strona 29) lub ,,z posrod” (strona 123). Omyiki te nie wptywaja jednak na
ogblny obraz pracy i przy tak wysokim poziomie rozprawy doktorskiej nie maja duzego
znaczenia.

Podsumowujac, cheialbym podkresli¢ wysoki poziom naukowy recenzowanej rozprawy
doktorskiej, a szczeg6lnie poruszenie ciekawego problemu naukowego, precyzyjnie wykonane
i opisane doswiadczenia oraz dojrzatg dyskusje. Jednocze$nie checiatbym podkresli¢, iz Autorka
wlozyta ogromny wktad pracy laboratoryjnej by uzyska¢ zaprezentowane wyniki. Co wazne,
wigkszos¢ z tych wynikow spotkalo si¢ z duzym zainteresowaniem i dobrym przyjeciem przez
swiat naukowy, czego dowodem sa publikacje Autorki w pismach o wysokim wskazniku

oddziatywania, np. BMC Genomics. Doktorantka przedstawita wykaz 7 publikacji dotyczacych
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przede wszystkim tematyki recenzowanej pracy, jak rowniez badania endonukleaz oraz
genetyki owadow. W szesciu publikacjach Doktorantka byta drugim autorem, a w jednej
autorem czwartym. Doktorantka przedstawiala rowniez swoje wyniki prac na konferencjach w
Polsce i za granicg. Wszystko to §wiadczy o duzej aktywnosci naukowej Doktorantki oraz
znaczacej roli w opublikowanych pracach eksperymentalnych. Wyniki uzyskane z
prowadzonych badan pozwolily na ustalenie nowego protokotu nadprodukcji termostabilnego
biatka Taqll. Badania te przyczynity si¢ rowniez do lepszego poznania biatek Tagll na
poziomie biochemicznym. Przedstawione w pracy metody moga stanowi¢ bardzo istotne
narzedzie do analizy funkcjonalnej i1 strukturalnej bialek enzymatycznych réznorodnego
pochodzenia. Ponadto opracowane protokoty mogg ufatwi¢ produkcje, na skalg
potprzemystows, dowolnie wybranych biatek. Prowadzg one rowniez do uzyskania
efektywnego narzedzia biotechnologii molekularnej, majacego potencjalne zastosowania
praktyczne. W zwigzku z powyzszym uwazam, iz recenzowana praca doktorska zastluguje na
wyrdznienie. Biorgc jednak pod uwagg kryteria wyrdzniania prac doktorskich obowigzujace na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego postawienie przez Recenzenta wniosku
formalnego o wyrdznienie jest nieuzasadnione.

Podsumowujac stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
Pani mgr Olgi Zotierkiewicz pt. ,,Chemiczna synteza zoptymalizowanego genu taqlIRM:
otrzymywanie aktywnego biologicznie bifunkcyjnego biatka oraz kontrolowana zmiana
specyficznosci enzymatycznej, sterowana analogami kofaktora” spelnia ustawowe oraz
zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z tym wnioskuje do
Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Olgi

Zohierkiewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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