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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”

Rozprawa doktorska Doktorskiej mgr Darii Krefft zatytutowana ,Bifunkcyjna endonukleaza
restrykcyjna TthHB27I: analiza wtasciwosci oraz zwielokrotnienie biosyntezy enzymu poddanego inzynierii
chemicznej kodujgcego genu” wykonana w Katedrze Biotechnologii Molekularnej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdarskiego pod kierunkiem promotora prof. Piotra Skowrona i promotora pomocniczego
dr. hab. Agnieszki Zylicz-Stachuli przedstawia wyniki badan nad biotechnologicznym otrzymywaniem
i wtasciwosciami endonukleazo-metylotransferazy TthHB271 z Thermus thermophilus. Jest to kolejna praca
z serii badan poswieconych enzymom restrykcyjnym z bakterii Thermus, ktore z sukcesem prowadzone sg w
przez zespot naukowy Katedry Biotechnologii Molekularnej UG.

Celem pracy byly opracowanie metody otrzymywania i charakterystyka endonukleazo-
metylotransferazy TthHB27! z termofilnej bakterii Thermus thermophilus HB27, izoschizomeru enzymu
Tth111ll ze szczepu T. thermophilus 1111l. Doktorantka wykonata postawione zadania przeprowadzajac
szereg pracochtonnych eksperymentdw i korzystajgc z bogatego asortymentu technik biologii molekularne;.
Bardzo szeroki zakres badan objgt otrzymywanie enzymu z naturalnego gospodarza i badanie jego

wiasciwosci biochemicznych, klonowanie genu natywnego i jego ekspresja w Escherichia coli w obecnosci
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biatek chaperonowych, klonowanie syntetycznej wersji genu kodujgcego TthHB27! oraz otrzymywanie
i badanie aktywnosci biatka kodowanego przez syntetyczny gen, a takze analizy fizykochemiczne.

Rozprawa doktorska mgr Darii Krefft liczy 186 stron, na ktdre sktadajg sie: spis tresci, wykaz skrétéw
cel pracy, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep teoretyczny (46 stron), materiaty i metody (39
stron), wyniki i dyskusja (68 stron), podsumowanie i literatura. W manuskrypcie umieszczono 51 rycin i 21
tabel.

Wstep teoretyczny zawiera trzy czesdci, ktdre odnoszg sie do tematyki rozprawy: metody
nadprodukcji  biatek  rekombinowanych,  klasyfikacja  systemdéw  restrykcyjno-modyfikacyjnych
i charakterystyka termostabilnych endonukleazo-metylotransferaz z rodziny Thermus. Rozdziat ten pokazuje
szerokg wiedze i Swietng orientacje Doktorantki w zakresie najnowszych osiagnie¢ biotechnologii
molekularnej. W mojej ocenie szczegdlnie wart uwagi jest podrozdziat dotyczacy bezkomdrkowej produkgji
biatek. W odniesieniu do systemdw ekspresji biatek rekombinowanych w komdrkach ssakéw, warto
podkresli¢, ze jest to obecnie wiodgce rozwigzanie w komercyjnej produkgji biatek farmaceutycznych.

Rozdziat ,Materiaty i metody” przedstawia starannie sporzgdzony wykaz i opis uzytych materiatéw,
instrumentéw oraz metod eksperymentalnych. Dobéni i opis metodyki nie budzg zastrzezen, a jej zakres
obejmuje nie tylko techniki biologii molekularnej, ale tez nowoczesne metody fizykochemiczne
i wykorzystanie narzedzi bioinformatycznych. Warto doceni¢ pomystowosci Doktorantki, ktéra pomiary
réznicowej fluorymetrii skaningowej wykonata podczas szkolenia organizowanego przez producenta sprzetu.
W tak szczegétowym opisie metodologii nie znalaztem jedynie specyfikacji aparatury chromatograficznej
uzytej do oczyszczania biatek.

O ile wstep i metody sg bardzo dobrze przygotowane, rozdziat ,Wyniki i dyskusja” oddaje
nieprzecietny kunszt laboratoryjny Doktorantki oraz umiejetnos¢ zaprojektowania eksperymentdw,
przedstawienia wynikoéw i ich interpretacji. Duze wrazenie robig perfekcyjnie wykonane elektroforezy i
fotografie zeli elektroforetycznych. Jak wczesniej wspomniatem, zakres wykonanych prac jest bardzo szeroki
i nie ogranicza sie tylko do eksperymentéw molekularnych, ale zawiera tez bioinformatyczng optymalizacje
sekwencji nukleotydowej genu. Poniewaz trudno w tym rozdziale znalez¢ niedociggniecia, za wyjatkiem
braku na Rys.47 $ciezki oznaczonej w legendzie jako ,K”, skupie sie na kilku, szczegdlnie wartych
odnotowania, elementach. Warto podkresli¢, ze zadanie p. Darii Krefft byto nietatwe, poniewaz pracowata z
biatkiem o rozmiarze 117 kDa, czyli, jak na system prokariotyczny, bardzo duzym. Dzieki efektywnej
wspotpracy z kilkkoma laboratoriami zewnetrznymi Doktorantka przygotowata analizy fizykochemiczne
z uzyciem spektrometrii mas, réznicowej kalorymetrii skaningowej i réznicowej fluorymetrii skaningowej,
a umiejetnos¢ wspétdziatania z innymi zespotami jest w badaniach naukowych umiejetnoscig niezwykle
cennga. Bardzo przydatny jest tez stosowany przez Doktorantke pomyst nanoszenia na zel objetosci lizatu
komoérkowego proporcjonalnej do gestosci optycznej hodowli, co utatwia ocene poziomu ekspresji biatka
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heterologicznego. Wobec rozmiaru pracy zrozumiate jest, ze Doktorantka powotuje sie niekiedy na wyniki,
ktore nie sg ujete w rozprawie, jak np. niskg aktywnosc i termolabilnosé biatka rec-TthHB27I (s. 149). W takim
wypadku nalezy dodaé komentarz ,wynik nie pokazany”, a najlepiej, odsytacz do innego zrédta.

Obszerna bibliografia liczaca 204 pozycje jest sporzadzona prawidtowo, ale w wypadku cytowanych
prac magisterskich warto dodaé nazwisko promotora oraz nazwe jednostki, w ktérej zostata wykonana.

Poprawnos¢ jezykowa i terminologiczna rozprawy p. Darii Krefft nie budzg istotnych zastrzezen.
Korzystne bytoby jednak stosowanie skrétu ,min” zamiast “minuta”, zapis oznaczenia przyspieszenia
ziemskiego ,g” drukiem pochylym oraz uzycie skrétu ,obr./min” w miejsce angielskiego ,rpm”. Kilka
drobnych potknie¢ jezykowych wymienionych nizej nie zmienia mojej opinii, ze poziom edytorski rozprawy
jest znakomity.

s. 17, ,jedng z gtéwnych cech jest fakt” — fakt nie jest cechg;

s. 35, ,wiele szczepionek i produktowych bioterapeutycznych ... musi by¢ produkowane”;

s. 40, Decydujac sie na synteze gendw de novo istnieje mozliwos¢” - jest tu pomieszanie trybow;

s. 76, elektroforeza agarozowa — zamiast ,elektroforeza w zelu agarozowym”;

s. 101-102, oczyszczanie na ztozu dietyloaminocelulozie, fosfocelulozie, heparyno-agarozy zamiast
odpowiednio dietyloaminocelulozym, fosfocelulozowym, heparyno-agarozowym;

s. 109, ,ustawiono szereg reakcji trawienia” —zamiast np. przygotowano;

s. 119, ,uznano za wstepnie pozytywne”;

s. 119, , prawidtowg sekwencje na catej dtugosci genu”;

s. 133, ,DNA oczyszczono na komercyjnie dostepnym zestawie”.

Na uznanie zastuguja osiggniecia publikacyjne Doktorantki obejmujace 5 publikacji z listy JCR, w tym
3 z pierwszym autorstwem dotyczace przedmiotu rozprawy oraz udziat w kilkunastu krajowych
i miedzynarodowych konferencjach naukowych i 7 projektach grantowych, w tym w 4 jako kierownik.
W szczegblnosci nalezy docenié wspdétautorstwo artykutu w prestizowym czasopismie Nucleic Acids Research.

Doskonale przygotowana rozprawa doktorska p. Derii Krefft nie daje wigkszych mozliwosci
podniesienia uwag krytycznych. Mysle jednak, ze warto bytoby omdwic¢ nastepujace zagadnienia:

1) Jakie sa najwazniejsze rdznice miedzy izoschizomerami TthHB27I i TTh111ll i czy moina je

powigzaé z réznicami pomiedzy szczepami T. thermophilus, z ktérych pochodzg?

2) Dlaczego do przerywania reakcji enzymatycznych stosowano w niektérych eksperymentach

bufor EndoR-Stop, a w innych, precypitacje DNA?

Praca p. Darii Krefft zawiera istotne elementy nowosci naukowej obejmujace opracowanie
biotechnologicznej metody otrzymywania endonukleazo-metylotransferazy TthHB27I oraz charakterystyke
wiasciwosci biochemicznych i fizykochemicznych tego enzymu. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
praca mgr Darii Krefft pt. ,Bifunkcyjna endonukleaza restrykcyjna TthHB27I: analiza wifasciwosci oraz

3



P. Sachadyn, Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr Darii Krefft

zwielokrotnienie biosyntezy enzymu poddanego inzynierii chemicznej kodujgcego genu” 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
Gdarskiego o dopuszczenie mgr Darii Krefft do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na zakres i jakos¢ wykonanych prac eksperymentalnych, znakomite
przygotowanie manuskryptu pracy oraz znaczacy dorobek publikacyjny wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu

Chemii Uniwersytetu Gdariskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Darii Krefft.
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