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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Nowickiej pt.: ,,Otrzymywanie,
charakterystyka i zastosowanie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Nowickiej
pt.. ,Otrzymywanie, charakterystyka i zastosowanie fuzyjnych form archealnej
polimerazy DNA” zostata przygotowana pod kierunkiem Pana dr hab. Marcina
Olszewskiego, prof. PW oraz Pana oraz Pana dr inz. Kasjan Szemiako petnigcego role
promotora pomochiczego. Praca doktorska byla czescig wydziatowego projektu
Mtodych Naukowcow pt.: ,Fuzyjna polimeraza DNA z biatkami wigzgcymi jedno- i
dwuniciowe DNA — produkcja, charakterystyka i zastosowanie w trudnych reakcjach
PCR”.

Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej dotyczy otrzymania oraz
charakterystyki trzech wariantéw fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA: V1 Pfu-
Sso7d-Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d. W pracy okreslono
wptyw dwoch roznych biatek wigzgcych DNA na wtasciwosci fuzyjnych form
polimerazy DNA. Do badan wykorzystano modyfikacje polimerazy DNA Pfu, ktora jest
uznawana za enzym o wysokiej wiernosci, termostabilno$ci i odpornosci na niektore

inhibitory reakcji PCR.



Intensywny rozwoj technik biotechnologii molekularnej, w tym metod opartych
na reakcji PCR spowodowat wzrost zapotrzebowania na polimerazy DNA o wysokie]
wydajnosci i wiernosci. Metoda PCR, ktorej zasadg jest amplifikacja fragmentu DNA z
zastosowaniem polimerazy DNA stanowi podstawe diagnostyki molekularnej wielu
choréb, w tym nowotworowych, zakaznych i genetycznych. Metoda ta jest rowniez
stosowana w innych dziedzinach takich jak: rolnictwo, weterynaria czy archeologia.
Coraz powszechniejsze zastosowanie technik molekularnych zarowno w medycynie
jak i w innych dziedzinach sprawia, ze istnieje koniecznos¢ opracowania nowych
ulepszonych polimeraz odpornych na inhibitory zawarte w materiale badanym.
Obecnie istnieje wzrastajgca potrzeba zastosowania metod opartych na PCR zaréwno

w rutynowej diagnostyce molekularnej jak i w badaniach naukowych.

W zwigzku z powyzszym temat podjety przez Doktorantke uwazam za wybitnie
interesujgcy i istotny dla uzyskania wysokowydajnych, szybkich, czutych i doktadnych
polimeraz DNA. Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej mojg niewatpliwie
charakter wysoce aplikacyjny i mogg przyczynic¢ sie do udoskonalenia technik opartych
na fuzyjnych polimerazach DNA, a co za tym idzie do postepu w diagnostyce

molekularnej.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wydana w formie
oprawionego maszynopisu liczgcego 203 strony. Praca ma typowy uktad stosowany w
rozprawach doktorskich z podziatem na nastepujgce rozdziaty: wykaz stosowanych
oznaczenh i skrétéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy,
materiaty, metody, wyniki, wnioski i dyskusja, podsumowanie, wykaz literatury, wykaz
rysunkow, wykaz tabel oraz przedstawienie dorobku naukowego Doktorantki.
Bibliografia pracy obejmuje 151 anglojezycznych pozycji literaturowych pochodzgcych
gtéwnie z ostatnich kilku lat. Praca doktorska zawiera 42 rysunki oraz 70 tabel, w
wiekszosci obrazujgcych uzyskane wyniki, co pozwala na doktadne przesledzenie i
analize wszystkich wynikow. Praca zostata starannie przygotowana pod wzgledem
graficznym, bardzo dobrze zredagowana oraz poprawnie napisana pod wzgledem
jezykowym. W tym miejscu nalezy jednak wskazaé¢, ze w wykazie stosowanych
oznaczen i skrotéw nie wszystkie skroty, ktore mogtyby by¢ podane jednoczes$nie w
jezyku polskim i w jezyku angielskim zostaty wiasnie w ten sposdb przedstawione.
Przyktadowo: skrot HF jest podany tylko w jezyku angielskim, a skrét PCNA tylko w

jezyku polskim. Ponadto, nie podano w ogéle co oznacza skrét ,TAE”; ani w wykazie
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stosowanych oznaczen i skrotow, ani w tekscie pracy doktorskiej. Ponadto, na str. 107
podano pod rysunkiem nr 14, ze zastosowano zel agarozowy 1,5%, natomiast w
tekscie powyzej rysunku nr 14 jest napisane, ze zastosowano 1% zel agarozowy.
Jednakze, takie drobne btedy czy niescistosci nie zmniejszajg wysokiego poziomu

merytorycznego przedstawionej do oceny pracy doktorskiej.

Dodatkowo do pracy dotgczono wykaz publikacji i komunikatow zjazdowych
Doktorantki oraz liste projektow, w ktérych Doktorantka brata udziat. Dorobek
publikacyjny Doktorantki stanowig 2 prace o wysokim wspotczynniku IF opublikowane
w latach 2019-2020 (w tym jedna publikacja jako pierwszy autor), 1 doniesienie
konferencyjne zaprezentowane w 2020 roku oraz uczestnictwo w 3 konferencjach
krajowych i miedzynarodowych zaprezentowane w latach 2018-2019. Ponadto
Doktorantka byta kierownikiem dwoéch projektow wydziatowych dla Mtodych
Naukowcéw oraz wspotwykonawcg w projekcie OPUS14 finansowanym przez
Narodowe Centrum Nauki. Sumaryczny wspofczynnik oddziatywania dorobku
publikacyjnego Doktorantki wynosi 10,4 i nalezy go uznac za wysoki biorgc pod uwage

wczesny etap kariery naukowej Doktorantki.

Cata rozprawa doktorska napisana jest w zwartym i syntetycznym stylu. Wstep
stanowi doktadng analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego problemu
badawczego uzasadniajgc celowosé prowadzonych badan. Wstep jest podzielony na
5 podrozdziatow, w ktorych przedstawiono szczegotowy opis dotyczacy historii
polimerazy DNA, polimeraz DNA wykorzystywanych w reakcji PCR, reakcji PCR,
przyktadéw biatek wykorzystywanych do tworzenia fuzyjnych polimeraz DNA oraz

wyzwan i perspektyw dotyczgcych modyfikacji polimeraz DNA.

Cele pracy zostaty precyzyjnie przedstawione i poprawnos¢ ich sformutowania
nie budzi watpliwosci. Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo otrzymanie,
charakterystyka oraz zastosowanie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA
Pyrococcus furiosus. Dodatkowym celem pracy bylo zbadanie wptywu wybranych
inhibitoréw na wydajnos¢ amplifikacji DNA przez fuzyjne formy archealnej polimerazy
DNA. Wszystkie etapy badawcze zostaty prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane
w kontekscie spetnienia zatozonych celéw pracy doktorskiej. Cele badawcze pracy
zostaty prawidtowo zrealizowane za pomoca nastepujgcych etapow: 1. Projektowania
i konstrukcji fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA, 2. Produkcji i oczyszczania
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA, 3. Charakterystyki molekularnej fuzyjnych
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form archealnej polimerazy DNA, 4. Zbadania potencjalnych aplikacji otrzymanych
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA, 5. Poréwnania odpornosci fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA na znane inhibitory stanowigce problem w réznych

obszarach diagnostyki molekularnej.

W pracy doktorskiej zastosowano nastepujgce probki kliniczne: siers¢, wymazy,
krew psia, a takze piora i krew gotebi oraz wtosie konskie. W pracy wyszczegdlniono
doktadnie wszystkie zastosowane materiaty i odczynniki. Byly to: dwa szczepy
bakteryjne - szczep Escherichia coli BL RIL i szczep Pyrococcus furiosus DSM3638,
DNA Mycobacterium bovis, plazmid rekombinowany pBAD/NeqSSB, plazmid
rekombinowany pBAD/Sso7d, wektor ekspresyjny pET-30 EkK/LIC, komercyjne
zestawy do izolacji/oczyszczania DNA genomowego i plazmidowego, zestaw do
klonowania metodg Gibsona, dwa enzymy restrykcyjne — BamHI i Ndel, podtoza
mikrobiologiczne i pozywki - pozywka ptynna LB i pozywka stata LA, roztwory
antybiotykow i odczynnikéw do pracy z bakteriami, zestaw do oznaczania aktywnosci
polimeraz DNA, sekwencje starteréw do amplifikacji fuzyjnych form polimerazy DNA,
sekwencje starterow do badania wtasciwosci fuzyjnych form polimerazy DNA oraz
sekwencje starterow do oznaczania procesywnosci otrzymanych fuzyjnych form
polimerazy DNA. Ponadto w pracy podano nazwy zastosowanej aparatury, doktadny
skfad buforéw i odczynnikéw uzytych w eksperymentach oraz szczegétowo opisano

wszystkie etapy badawcze.

W pracy doktorskiej w sposob prawidtowy dobrano metody badawcze. Metody
pracy zostaty bardzo szczegdétowo opisane. W opisie metodyki pracy podano
szczegotowo skiad wszystkich zastosowanych mieszanin reakcyjnych PCR oraz
profile temperaturowo-czasowe wykorzystywane w reakcjach PCR. Uzyskane w pracy
wyniki zostaty zaprezentowane w uporzgdkowany sposéb, a wtasciwie dobrane tabele
i wykresy utatwiajg ich analize. W pracy wykorzystano dwa modele badawcze, tj.
polimeraze DNA Pfu oraz biatka wigzgce DNA - Sso7d (wigzgce dsDNA) i NeqSSB
(wigzgce ssDNA oraz dsDNA). W ramach realizacji niniejszej pracy zaprojektowano i
otrzymano konstrukty genetyczne kodujgce referencyjng polimeraze DNA Ref1 Pfu-
Sso7d, jak tez trzy fuzyjne formy archealnej polimerazy DNA tzn. V1 Pfu-Sso7d-
Sso7d, V2 Sso7d-Pfu-Sso7d oraz V3 NeqSSB-Pfu-Sso7d. Wszystkie konstrukty, poza
referencyjng polimerazg DNA Ref1 Pfu-Sso7d, zawieraty dwie rézne sekwencje

tgcznikdw sktadajgcych sie z 6-ciu reszt aminokwasowych. Wykorzystanie tgcznikow
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umozliwito kowalencyjne powigzanie wybranych biatek wigzgcych DNA z referencyjng
polimerazg DNA Ref1 Pfu-Sso7d, w sposob pozwalajgcy na optymalne wzajemne

zachowanie dystansu pomiedzy potgczonymi biatkami.

Kolejny etap pracy dotyczyt produkcji, oczyszczania i charakterystyki trzech
fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA oraz polimerazy DNA stanowigcej
referencie. W celu potwierdzenia czy oczyszczone fuzyjne formy archealnej
polimerazy DNA zostaly skutecznie pozbawione pozostatosci DNA gospodarza,
wykonano wstepny test poprzez sprawdzenie czystosci otrzymanych preparatow
biatkowych w agarozowym tescie elektroforetycznym. Przeprowadzono takze
szczegotowe badanie wykonujgc reakcje PCR z udziatem starterow pozwalajgcych na
amplifikacje fragmentu genu 16S-23S rDNA. Nastepnie kazdy z otrzymanych
wariantéw fuzyjnych form polimerazy DNA zostat scharakteryzowany molekularnie,
m.in. sprawdzono wydajnos¢, ustalono liczbe aktywnych jednostek, zweryfikowano
minimalng ilos¢ jednostek w reakcji, okreslono stabilno$¢ w temperaturze pokojowej,
oceniono szybkos¢ syntezy DNA, dokonano analizy czutosci i wydajnosci amplifikacji
matryc bogatych w GC. Na podstawie uzyskanych wynikéw dowiedziono, ze wariant
posiadajgcy obustronng fuzje tego samego biatka partnerskiego (V2 Sso7d-Pfu-
Sso7d) wykazuje wysokg wydajnosc¢ enzymatyczng i amplifikuje DNA bez wzgledu na

zastosowane warunki reakcji PCR.

Kolejnym waznym etapem pracy doktorskiej byty eksperymenty zwigzane ze
sprawdzeniem odpornosci otrzymanych fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA na
nastepujgce inhibitory: krew peing pobrang EDTA, heparyne, ampicyline, etanol,
izopropanol oraz kwas humusowy. Zastosowane w pracy inhibitory sg jednymi z
najczesciej wystepujgcych w badanych probkach inhibitoréw, ktére mogg hamowacé
reakcje PCR nawet w niskich stezeniach. W wyniku przeprowadzenia tych badan
zaobserwowano, ze najwiekszg odpornos¢ na kazdy z zastosowanych inhibitorow
wykazuje wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d. W tym miejscu nalezy zauwazyC, ze w
dalszych badaniach warto bytoby roéwniez sprawdzi¢ odporno$¢ fuzyjnych form
archealnej polimerazy DNA na inhibitory zawarte w tkance utrwalonej formaling i
zatopionej w parafinie, poniewaz taka forma materiatu biologicznego jest obecnie
najczesciej stosowana w diagnostyce molekularnej choréb nowotworowych w celu

wyboru terapii celowanej.



Dyskusja rozprawy doktorskiej jest napisana w sposob rzeczowy i wnikliwy.
Wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty skonfrontowane z
najnowszymi wynikami opublikowanych badan o podobnej tematyce. Dyskusja w peni
ukazuje bardzo dobre zorientowanie Doktorantki w aktualnej literaturze dotyczacej
problemu badawczego. Na podstawie uzyskanych wynikéw prawidtowo sformutowano
wnioski koncowe wskazujgce na to, ze najbardziej uniwersalnym enzymem jest
wariant V2 Sso7d-Pfu-Sso7d, wykazuje wysokg wydajno$¢ enzymatyczng i amplifikuje

DNA praktycznie bez wzgledu na zastosowane warunki reakcji PCR.
Whioski Koncowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
teoretyczne Autorki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego. Wysoko
oceniam warto§¢ naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Niniejsza praca
doktorska ma wysoce aplikacyjny charakter; uzyskane wyniki mogag przyczynic sie do
udoskonalenia technik biologii molekularnej. Rozprawa doktorska pt.: ,,Otrzymywanie,
charakterystyka i zastosowanie fuzyjnych form archealnej polimerazy DNA” w petni
spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o0 dopuszczenie
Pani mgr Joanny Nowickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, z uwagi na wysokg warto$¢ poznawczg i aplikacyjng prowadzonych

badan pragne przedtozy¢ wniosek o wyrdznienie niniejszej pracy doktorskiej.
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