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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Darii Krefft
pt. ,Bifunkcyjna endonukleaza restrykcyjna TthHB27I: analiza wtasciwosci
oraz zwielokrotnienie biosyntezy enzymu poddanego inzynierii chemicznej kodujgcego genu”

Endonukleazy restrykcyjne sg podstawowym narzedziem biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej. Pod wzgledem uzytkowym szczegblnie cenne w tej grupie s3 enzymy
termostabilne, poniewaz wykazujg aktywnosé¢ w podwyzszonych temperaturach stosowanych
w wielu procesach przemystowych, a takze majg wiekszg tolerancje na niekorzystne czynniki w
Srodowisku reakcji.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest tworczg kontynuacjg nurtu badawczego
prowadzonego od wielu lat przez zespdt Prof. dr hab. Piotra Skowrona, promotora pracy.

Do recenzji dostarczono rozprawe doktorska liczacg 186 stron tgcznie z wykazem
piSmiennictwa. Uktad pracy jest standardowy, przy czym opis celu umieszczono na poczatku
przed wstepem teoretycznym, a wyniki potgczono z dyskusjg. Taki uktad jest spotykany w
publikacjach naukowych i jak najbardziej dopuszczalny. Od strony redakcyjnej praca zostata
przygotowana bardzo starannie, jedynie z drobnymi uchybieniami, ktére nie miaty wptywu na
ocene rozprawy. Uchybieniem utrudniajgcym nieznacznie odbiér tekstu sg niekompletne
legendy niektérych rycin i tabel. Wprawdzie wiekszos¢ rycin i tabel zostata przedstawiona w
prosty sposob, w ogdle niewymagajgcy dodatkowych wyjasnien w legendach, ale niepetne
legendy np. Tab. 5 (brak definicji oznaczonych fragmentow sekwencji), Rys. 46 (brak definicji
To), Tab. 21 (brak rozwiniecia skréotéw nazw bufordéw i ich sktadu, brak definicji Tm(1) i Tm(2))
powodujg koniecznos¢ odwotan do gtéwnego tekstu dla petnego zrozumienia tych elementéw.
Ponadto, na stronie 19, przy omowieniu replikonu, doszto do przejezyczenia (,miejsce inicjacji
translacji” zamiast ,miejsce inicjacji replikacji”).

Do badan wybrano endonukleazo-metylotransferaze (REazo-MTaze) z rodziny Thermus —
TthHB27!. Podstawg tego wyboru byta jak dotad znikoma ilos¢ informacji dotyczgca tego
enzymu, ograniczona do danych in silico wskazujgcych na istnienie genu kodujgcego te REazo-
MTaze, stad praca jest niewatpliwie pionierska. Poznanie wtasciwosci biochemicznych i
fizykochemicznych TthHB27I byto niezbedne do oceny potencjatu uzytkowego tego enzymu. Z
kolei wykorzystanie tego potencjatu wymagato optymalizacji biosyntezy aktywnego enzymu. Te
dwa aspekty stanowig gtéwne cele pracy, uzupetnione o kilka celéw szczegdtowych. Stad, praca
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ma charakter wielowatkowy, wyznaczone cele sg bardzo ambitne, a do ich realizacji konieczna
byta biegta znajomos¢ zaawansowanych technik z zakresu biotechnologii molekularne;j.

Wstep teoretyczny zostat przejrzyscie napisany, stanowi logiczny cigg myslowy i mogtby by¢

podstawg materiatéw dydaktycznych dla studentéw. Ta cze$¢ rozprawy jest mocno
rozbudowana, poniewaz zajmuje 46 stron, ale jest to w petni uzasadnione wspomnianym
wczesniej wielowgtkowym charakterem pracy. Doktorantka wyczerpujgco przedstawia metody
nadprodukcji biatek rekombinowanych, ze szczegdlnym uwzglednieniem systemdéw
prokariotycznych stosowanych podczas realizacji projektu doktorskiego, dokonuje réwniez
krytycznej analizy wad i zalet wspdtczesnie stosowanych systeméw ekspresyjnych. Opisane
zostaty réwniez cechy gendw, ktére nalezy uwzgledni¢ w trakcie projektowania nadprodukcji
biatka rekombinowanego. Doktorantka w petni skorzystata z tej wiedzy podczas wykonania
praktycznej czesci projektu doktorskiego. W dalszej czesci zostata przedstawiona ogdlna
klasyfikacja i charakterystyka systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych (R-M), a bardziej
szczegdtowo charakterystyka enzyméw termostabilnych nalezgcych do rodziny Thermus.
Bardzo interesujgce, a jednoczesdnie inspirujgce jest przedstawienie systemdw restrykcyjno-
modyfikacyjnych w konteksécie ewolucyjnym, z uwzglednieniem teorii gendw samolubnych
(ang. selfish genes), prowadzgce do hipotezy, ze systemy R-M mogg reprezentowaé minimalna,
prymitywng forme zycia, analogicznie do np. wiruséw lub transpozondéw. Nawigzanie do teorii
gendéw samolubnych jest réwniez kontynuowane w omdéwieniu wynikéw w dalszej czesci pracy.
Ponadto, tekst uzupetniony jest dobrze skomponowanymi rycinami. Jedyng uwaga, jaka mam
do wstepu jest moim zdaniem zbyt czeste cytowanie prac przeglagdowych zamiast odniesier do
klasycznych raportéow badawczych.

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

opisie optymalizacji genu tthHB27IRM (rozdziat 4.12) przydatoby sie wiecej szczegétéw. To
istotna czes¢ pracy wymagajgca znajomosci zaawansowanych metod. To réwniez jeden z
gtéwnych celdw pracy. Wiecej informacji na temat optymalizacji genu tthHB27IRM znajduje sie
jednak w oméwieniu wynikéw, ktdére niweluje negatywny wydzwiek powyzszego komentarza.
Dodatkowo, bardziej ztozone procedury laboratoryjne mogtyby zosta¢ przedstawione w postaci
wypunktowanej listy, ktéra utatwitaby korzystanie z opisanych metod w kolejnych projektach.
Ta uwaga wyraza jedynie mojg osobistg preferencje. Ogdlnie, opis materiatéw i metod
przekracza standard spotykany w zblizonych tematycznie pracach, a to oceniam bardzo
wysoko.

Wyniki pracy zostaly zaprezentowane rzeczowo i stanowig spdéjny logicznie cigg myslowy.
Interpretacja wynikdw zasadniczo jest poprawna. Wysoko oceniam wytrwato$¢ doktorantki i
biegtos¢ warsztatowg. Podczas oceny wiasciwosci fizykochemicznych endonukleazo-
metylotransferazy TthHB27| doktorantka dokonata krytycznej analizy dostepnych rozwigzan
technicznych i wybrata kombinacje stosunkowo prostych standardowych metod, zamiast NMR i
krystalografii, ktérych wykorzystanie do analizy REaz i MTaz jest trudne i w konsekwencji
niepraktyczne. To Swiadczy o dojrzatosci naukowej doktorantki.
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Pomimo trudnosci z uzyskaniem wydajnej ekspresji natywnego genu wt-tthHB27IRM,
doktorantka podjeta trudne wyzwanie, zaprojektowata i podjeta udang prébe optymalizacji,
klonowania i ekspresji syntetycznego genu syn-tthHB27IRM. Ostatecznie uzyskata
rekombinowang REaze syn-TthHB27| wykazujacg wyrazny wzrost aktywnosci w przypadku
obecnosci efektora allosterycznego SAM w srodowisku reakcji, wyzszy niz w przypadku
natywnego enzymu.

Mam trzy ogdlne uwagi do tej czesci pracy. Wyniki zawierajg za duzo aspektéw metodycznych i
technicznych. Krétkie podsumowanie metod nie jest przeciwskazane przy oméwieniu wynikéw,
w szczegolnosci, jesli dotyczy nowatorskich, autorskich metod, lub jest konieczne dla
zrozumienia przedstawionych wynikéw. Jednak opis dotyczacy standardowych metod jest zbyt
szczegdtowy i wiekszo$¢ podanych informacji powinna byta znalezé sie w Materiatach i
Metodach. Informacje takie jak objetosci uzytych roztwordéw, czy parametry wirowania sg
zbedne przy omawianiu wynikéw doswiadczen. Tym niemniej, doktorantka konsekwentnie
stosowata ten sam uktad tekstu w poszczegdlnych podrozdziatach, w ktérych opis metodyczny
nastepowat przed wtasciwymi wynikami i krétkg, ale w zupetnosci wystarczajgcg dyskusja.
Dlatego odnalezienie w tekscie istotnych informacji nie byto problematyczne.

Druga uwaga dotyczy elektroforegramoéw. Interpretacja obrazéw zeli elektroforetycznych jest
zasadniczo poprawna, poniewaz roznice ilosciowe w wiekszosci przypadkéw nie pozostawiaja
watpliwosci i s3 widoczne ,gotym okiem”. Tym niemniej, wskazana bytaby przynajmniej
przyblizona ocena pdtiloSciowa, mozliwa do osiggniecia z uzyciem publicznie dostepnych
programow. Zniwelowatoby to mozliwy wptyw subiektywnej oceny zeli elektorforetycznych na
ostateczng interpretacje wynikdw. Ponadto, przydataby sie kontrola naniesieft i normalizacja
wynikéw wzgledem np. wzorca wielkoSci lub nietrawionego produktu PCR stanowigcego
substrat dla enzymu TthHB27l. Doktorantka z resztg wykonata analize densytometryczng w
doswiadczeniu opisanym w punkcie 5.5.2. Stad prosze o wyjasnienie, dlaczego analogiczna
metoda nie zostata uzyta w pozostatych doswiadczeniach, zaréwno tych dotyczgcych biatek, jak
i DNA?

Ponadto, w przypadku prezentacji wynikéw obejmujgcych aktywnos$¢ endonukleolityczng
TthHB271, dla poréwnania wskazane bytoby umieszczenie na rycinach osobnego panelu z
teoretycznym (in silico) obrazem wzoru trawienia.

Mam réwniez dwie uwagi szczegétowe. Odnosnie danych przedstawionych na Rys. 16 (s. 107)
uwazam, ze interpretacja wyniku doswiadczenia nie jest w petni prawidtowa. Nalezatoby
omowic rdznice w stosunku do kontroli w przypadku reakcji z Ca®* i EDTA. Uktad prazkow w
zelu wskazuje na czesciowg aktywnos$¢ enzymatyczng, takze w przypadku obecnosci jondw
Ca®*. Od strony metodycznej, po uzyskaniu takiego wyniku wskazana bytaby ocena wptywu
jonéw Ca’" oraz EDTA w szerszym zakresie stezen, a nie tylko w jednym, arbitralnie wybranym
stezeniu.

Na stronie 165 doktorantka postuguje sie okresleniem ,korelacja”, podczas gdy w kontekscie
tego akapitu bardziej wtasciwe bytoby uzycie stowa ,, powigzanie”.
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Ostatnig czescig rozprawy jest ,podsumowanie”, ktére nie zawiera typowych wnioskéw, ale

jest to uzasadnione, ze wzgledu na gtéwnie obserwacyjno — opisowy charakter pracy. W
zwigzku z tg czescig pracy mam kolejne pytanie. Doktorantka réwnolegle opracowata dwa
sposoby na zwielokrotnienie biosyntezy aktywnego biatka TthHB271, tj. w oparciu o ekspresje w
petni syntetycznego genu syn-tthHB27IRM, lub koekspresje natywnego genu TthHB27I| z
genami kodujacymi biatka opiekurncze. Czy podjeto prébe potgczenia tych dwdch rozwigzan w
jednym ukfadzie doswiadczalnym?

Praca jest bardzo bogata warsztatowo. Wielokierunkowos¢ strategii badawczej, oraz
powigzana mnogos¢ zastosowanych rozwigzan metodycznych jest wyrdzniajgca, a weryfikacja i
powigzanie wynikdw badan fizykochemicznych uzyskanych réznymi metodami potwierdza
catosciowo wiarygodnos¢ uzyskanych danych. Wyniki majg duzy potencjat aplikacyjny, a
jednoczesnie rozprawa posiada aspekty dotykajgce podstawowych probleméw nauki, w tym
istoty zycia jako takiego, w kontekscie teorii gendw samolubnych (ang. selfish genes). Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze wyniki badan zostaty réwniez opublikowane w bardzo dobrych
specjalistycznych czasopismach naukowych o wysokim wspodtczynniku oddziatywania.
Doktorantka jest pierwszym autorem trzech z pieciu publikacji, a takze wspodtautorem
przyznanego patentu oraz innego zgtoszenia patentowego.

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 Gdanskiego o dopuszczenie mgr Darii Krefft do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wysoka jakos¢ przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej, jak réwniez
powigzanych publikacji, wnioskuje o wyrdznienie doktoratu Darii Krefft.

Lot l

dr hab. Arkadiusz Piotrowski, prof. nadzw. GUMed

Gdanisk, 28 sierpnia 2018 roku
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