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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Aliakseia Papkova pt. ,Zmiana specyficznosci substratowe]j termostabilnej
endonukleazy restrykcyjnej TthHB271 za pomoca inzynierii genetycznej motywu katalitycznego oraz wiaiacego
kofaktor”

Rozprawa doktorska mgr. Aliakseia Papkova zatytutowana ,Zmiana specyficznosci substratowej
termostabilnej endonukleazy restrykcyjnej TthHB27l za pomocy inzynierii genetycznej motywu katalitycznego oraz
wigZacego kofaktor” zostata wykonana w Katedrze Biotechnologii Molekularnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdariskiego pod kierunkiem promotora Prof. dr hab. Piotra Skowrona oraz promotora pomocniczego dr inz. Joanny
Jesewskiej-Frackowiak. Dysertacja p. Aliakseia Papkova przedstawia wyniki badar eksperymentalnych, ktorych celem
byla relaksacja endonukleazowej specyficznoéci substratowej endonukleazo-metylotransferazy TthHB27| z Thermus
sp., czyli uzyskanie tzw. aktywnosci ,star” pozwalajacej na efektywng fragmentacje DNA. Fragmentacja DNA jest
niezbedna do przygotowania reprezentatywnych bibliotek genomowych, gtéwnie do sekwencjonowania. Alternatywa
dla metod fizycznych, sonikacji i nebulizacji, s3 metody enzymatyczne. Posréd tysigcy scharakteryzowanych
endonukleaz restrykcyjnych wigkszoéé rozpoznaje sekwencje cztero i szescionukleotydowe, a jedynie trzy Cvill, Setl i
Fail, sekwencje krétsze niz czteronukleotydowe. Dlatego podejmowane sg préby ,nauczenia” endonukleaz
restrykeyjnych czestszego trawienia DNA. Zespét prof. Skowrona ma w tej dziedzinie znaczace osiagnigcia, a praca
p. Papkova reprezentuje istotng cze$é tego kierunku badan. Doktorant podjat prébe zmniejszenia specyficznosci
substratowej TthHB27I metoda mutagenezy ukierunkowanej przez modyfikacje motywéw odpowiedzialnych za
wigzanie S-adenyzolometioniny (DPACGSG na DPAVGTG) i motyw katalityczny metylotransferazy (NPPW na NPPY).
Poniewa? podejécie z uzyciem inzynierii genetycznej nie dafo pozadanych efektéw, Doktorant przeprowadzit
optymalizacje warunkdw reakcji enzymu TthHB27| w kierunku obnizenia specyficznosci substratowej, co pozwolito na

skrécenia sekwencji rozpoznania TthHB27| (CAARCA) z 6 do okoto 3 nukleotyddw.
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Manuskrypt dysertacji p. Aliakseia Papkova liczy 132 strony. Praca ma typowy ukiad rozpraw doktorskich.
Obejmuje rozdziaty wstep (35 stron), materialy i metody (31 stron), wyniki i dyskusja (44 strony); ponadto zawiera spis
tresci, wykaz skrétow, cel pracy, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, podsumowanie i bibliografig ztoiong z 88
pozycji literaturowych. Autor zamiescit w manuskrypcie 9 tabel i 40, w wigkszosci oryginalnych, rysunkéw.

Rozdziat ,Wstgp teoretyczny “sktada sig z wprowadzenia o globalnym znaczeniu mikroorganizméw i czterech
podrozdziatdéw zatytutowanych ,Genomika”, ,Metagenomika”, ,Biblioteki genomowe”, ~Endonukleazy restrykcyjne”
(ten ostatni w mojej opinii szczegdinie interesujacy). Wszystkie czeéci wstgpu zawierajg wartosciowe informacje i
ciekawe opinie Autora, ale uwazam, Ze korzystniejsze byloby skupienie na bibliotekach genomowych i endonukleazach
restrykeyjnych, jako wyrainie powigzanych z tematem pracy. Sadze, ze uzasadnione bytoby takie poszerzenie tych
podrozdziatéw. Przydatne bylyby zwtaszcza informacje o wadach i zaletach fragmentacji enzymatycznej DNA w
przygotowaniu bibliotek genomowych, poniewaz celem pracy bylo opracowanie narzedzia do takich aplikacji. Uwaga,
ze ztozonos¢ COVID-19 jako tematu badawczego moze wywolywaé poczucie niepokoju w spoteczenstwie (s. 14)
$wiadczy o tym, ze Autor jako naukowiec nie ogranicza sie do aspektéw technicznych, co jest godne uznania. Z drugiej
strony uwazam, ze takie dygresje nie stuzg dysertacji doktorskiej, ktéra powinna kancentrowaé sig na temacie pracy.
Opinia, Ze odkrycie nukleiny przez Mieschera opublikowane w 1871 stanowi poczatek rozwoju genomiki jest
ryzykowna. Sama izolacja nukleiny, bez powigzania tej substancji z genetyka nie wydaje sie istotna dla powstania
genomiki.

Rozdziat ,Materiaty i metody” zawiera starannie wykonane zestawienie wykorzystywanych odczynnikéw,
materiatow, aparatury oraz wyczerpujgce opisy stosowanych protokotéw laboratoryjnych.

Kolejny rozdziat dysertacji przedstawia wyniki badan w pofaczeniu z dyskusjg. Ten rozdziat w sposéhb
wyczerpujacy, a jednoczesnie klarowny prezentuje szereg niezwykle pracochtonnych i perfekcyjnie wykonanych
eksperymentéw. Autor opisuje kolejne etapy swojej pracy: konstrukcje trzech zmodyfikowanych wariantéw gendéw
TthHB27| metody mutagenezy ukierunkowanej (z mutacjz w motywie wigzania SAM, w motywie katalitycznym
metylotransferazy i w obydwu tych motywach), nadprodukeje i oczyszczanie enzymu natywnego i jego trzech
zmodyfikowanych wariantéw, charakterystyke aktywnosci endonukleazowej enzyméw w obecnoséci 5 kofaktoréw
allosterycznych (SAM - S-adezylometionina, SIN - sinefungina, SAC - S-adenozylo-L-cysteina, SAH - S-adenozylo-L-
homocysteina, ATP), 7 jonéw metali dwuwartosciowych (Mg”, Ca®, Mn®, Co™, Zn®, cu®, Ni*'), szeregu stezeri
MnS0,, miareczkowanie aktywnosci endonukleazowej zmutowanych wariantéw TthHB27! przy 10 stosunkach
molowych enzymu do miejsc trawienia w DNA (od 16:1 do 0,03:1) bez kofaktora, w obecnoséci SAM i w obecnoéci SIN,
miareczkowanie aktywnosci metylotransferazowej w tym samym zakresie stosunkéw molowych. Na podstawie tej
serii eksperymentéw Doktorant ustalit, e wariant TthHB27I-NPPY, czyli z mutacjg w motywie katalitycznym
metylotransferazy utracit te aktywnosé, wariant TthHB27|-DPAVGTG czyli z modyfikacia w motywie wigzania SAM
wykazuje, w przeciwieristwie TthHB27I-NPPY i natywnego TthHB27| aktywnosé endonukleazowg nawet bez stymulag;ji
SAM i SIN. lednak w ocenie Doktoranta modyfikacje genetyczne nie pozwolity na uzyskanie enzymu o odpowiednio
wysokiej aktywnosci niespecyficznej ,star” i dlatego przeprowadzit kolejng serig doswiadezenn zmierzajacych do
uzyskania gestego trawienia DNA przez natywny TthHB27| poprzez modyfikacje warunkéw reakcji. W tym celu
Doktorant wykorzystat 6 stezenn DMSO (od 5 do 30%) bez dodatku kofaktoréw allosterycznych lub z jednym z 5
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kofaktoréw wspomnianych wyzej. Nastepnie podobng analize¢ wykonat dla optymalnego stezenia 25% DMSO, ale dla

trzech réinych substratéw, czyli przygotowanymi przez siebie produktami PCR 1789 pz z dwoma miejscami

rozpoznania dla TthHB271 w formie niezmetylowanej i zmetylowanej (przez TthHB271) oraz 1850 pz bez miejsc
rozpoznania TthHB27I. Po ustaleniu korzystnych dla relaksacji aktywnosci endonukleazowej warunkéw, czyli uzyciu

TthHB27| w 25% DMSO z dodatkiem SAM lub SIN, Doktorant przygotowat biblioteki z produktéw trawienia DNA faga

L. Sekwencjonowanie kilkuset uzyskanych klonéw wykazato, ze w warunkach relaksacji nastgpita redukcja sredniej

diugosci sekwencji rozpoznania do okoto 3 nukleotydow. Wreszcie Doktorant ocenit wptyw czasu, temperatury reakcji

i ilosci enzymu na czesciowe trawienie DNA faga A i DNA E. coli. Wyniki trawien DNA w roznych warunkach znakomicie

zaplanowanych doswiadczen zostaly pokazane na zdjeciach z niezwykta starannoscia wykonanych elektroforez z

uzyciem 41 zeli agarozowych, co obrazuje imponujacy zakres wykonanej pracy dodwiadczalnej. Nalezy podkreslic, ze

na szczegdlne uznanie zastuguje tu nie tylko liczba, ale trudna do uzyskania perfekcja w wykonaniu doswiadczen i

przejrzystosé w oznaczeniu -przedstawionych zeli elektroforetycznych. Opis wynikéw jest przy tym zwarty i jasny, a

dobrze uzasadnione wnioski ujete zwiezle. Jednak w prezentacja tak licznych rezultatéw zwykle pozostawia miejsce na

drobne udoskonalenia:

— 5. 76 ,Mutageneza ukierunkowana ..., to precyzyjna metoda wprowadzania celowych mutacji w sekwencji DNA za
pomocy oligodecksyrybonukleotydow.” Nie wszystkie metody mutagenezy ukierunkowanej sg oparte na uzyciu
oligodeoksyrybonukleotydow.

— Na s. 80 Autor wspomina o pojawieniu sie w hodowlach bakteryjnych po indukcji ekspresji ,charakterystycznych
ktaczkéw”. Taki efekt warto udokumentowac fotograficznie.

— Na s. 90 autor zwraca uwage ze TthHB27I-NPPY i TthHB27I-DPAVGTG/NPPY cechuje niisza aktywnosé
egzonukleazowa niz dla wariantu i TthHB27I-DPAVGTG oraz enzymu natywnego w reakcjach bez dodatku
efektoréw allosterycznych, jednak niewielkie iloci produktow trawienia s3 obecne zaréwno TthHB27I-
DPAVGTG/NPPY, jak i enzymu natywnego (Rys 26, panele CiD, sciezki nr 1).

— Na s. 86 Autor pisze o identycznych wynikach oczyszczania biatka, a na s. 100 o identycznych wynikach oceny
aktywnosci endonukleazowej w zelach agarozowych. Lepiej uzy¢ tu okreslenia analogiczne lub podobne,
identyczne wyniki tego rodzaju doswiadczen s3 niespotykane.

—~ Nas. 102 podpis pod Rys 32 brzmi ,Miareczkowanie jednostek aktywnosci MTazy TthHB27! i jej wariantéw”, ale na
rysunku zestawiono jedynie wyniki dla 3 wariantow zmodyfikowanych.

— Na s. 105 Autor ocenia, ze na rys. 33A ,przy wyzszych stezeniach DMSO dodanych do reakcji trawienia DNA
zaobserwowano wzrost liczby fragmentéw trawienia”. Myslg, ze mozna podjac probe kwantyfikacji poprzez
policzenie widocznych prazkow.

— 5. 106 ,w przypadku Tagll i TspGWI efekt ten widoczny byt jedynie przy zastosowaniu SIN”- wskazane bytoby
odwotanie do Zrédta.

— 5. 117-118 ,Dla wszystkich trzech opracowanych przez zespdét prof. Skowrona ‘"ultra-czestych noiyc
molekularnych" teoretyczna diugo$é miejsca rozpoznawania aktywnosci "star" zaleznej od kofaktora/analogu
wynosi okoto 3-pz, niezaleznie od tego, czy zrelaksowane miejsca trawienia mialy diugosé¢ 5-pz (TspGWI), 6-pz

(Taqll) czy byty zdegenerowane w jednym miejscu 6-pz (TthHB271). We wszystkich przypadkach niezrelaksowanych
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enzyméw z rodziny Thermus, zachowano odlegio$é rozciecia wynoszacg 11/9 nt w miejscach aktywnosci "star”
zaleznej od kofaktora/analogu, co skutkuje powstaniem fragmentéw DNA z 2-nt wydtuzonymi koricami lepkimi 3'.
Dla Tagll/SIN wykazano, ze po wypetnieniu korficéw, mieszanina czesciowego trawienia nadaje sie do
przygotowania eukariotycznej biblioteki genomowej” — réwniez wskazane bytoby odwotanie do Zrédta

— 5. 108 ,Poréwnanie wzoréw trawienia miedzy niezmodyfikowanym a metylowanym DNA nie wykazato istotnych
réinic, co sugeruje, ze metylacja miejsc trawienia przez MTaze TthHB27| nie wplywa na proces trawienia (Rys. 34
A, éciezki 4, 6 oraz Rys. 34. Potwierdzenie tego faktu stanowi rowniez obserwacja degradacji fragmentu PCR o
diugosci 1850 pz (Rys. 34 C, sciezki 4, 6).” Kolejna obserwacja nie tyle potwierdza obserwacje poprzednia, co.
obserwowana zaleznosé.

Ponadto w opisie wynikéw mutagenezy i oczyszczania biatek warto bytoby zrezygnowac ze zbednych w tych
rozdziatach szczegdtéw metodologicznych. Rys. 26-34 ztozone sg z kilku paneli rozmieszczonych na kilku stronach.
Zmniejszenie fotografii pozwéliloby unikngé tamania rysunkéw miedzy stronami, co bardzo ufatwitoby analize
wynikow,

Mam tez uwagi dotyczgce streszczenia i podsumowania. Streszczenie dobrze wyjasnia zafozenia pracy, ale
powinno tez zawiera¢ oméwienie kluczowych wynikéw. W podsumowaniu warto odniesc sig do wynikéw prac innych
niz wiasny zespotow naukowych.

Poprawnosé¢ jezykowa i terminologiczna oraz poziom edytorski pracy sg zadowalajace, chociaz moina
dostrzec pewna liczbe drobnych potknigé, z ktdrych wazniejsze odnotowujg ponizej:

- s. 15,z zastosowaniem metody Sangera opartej na kapilarach” — opartej na uzyciu elektroforezy kapilarnej

~ s. 16 ,Znaczacy wzrost danych wyjéciowych byt spowodowany zasadami nanotechnologii i innowacjami”

- s. 29 ,obdarzonych duzym bfedem” — obarczonych

- s. 41 ,Obecnie zidentyfikowano i scharakteryzowano tysigce enzymow restrykcyjnych” —dotychczas

- s. 60, Sktadniki podtozy i pozywek pochodzity od firmy BTL z Polski”

- s. 83 - oznaczenie miary objetosci litr wielka literg ,L” — W ten wygodny sposéb moina oznaczy¢ litr w
amerykanskim angielskim, ale nie w jezyku polskim.

- s. 84 - ,petni role stepu negatywnego” - kroku

- s. 87 ,Wszystkie mieszaniny reakcyjne mialy objetosé 50 ul i przeprowadzono je w termocyclerze” W
termocyklerze przeprowadzono reakcje.

- s. 100 ,Kolejng wiadciwoscig jaka zbadano bylo oznaczenie aktywnosci metrylotransferazy” Zbadana
wiasciwoscia byta aktywnosé metylotransferazy.

- s. 110 ,,ustawiono dwie mieszaniny ligacyjne” — przygotowano

- s. 120 ,,enzym o wigkszej aktywnosci niz wersja naturalna” — niz enzym natywny

Dorobek naukowy doktoranta obejmuje 3 postery konferencyjne i 4 artykuty w czasopismach z listy
filadelfijskiej, w tym trzy powiazane z tematyka rozprawy doktorskiej, z ktérych dwa opublikowano w bardzo dobrych
czasopismach biotechnologicznych, BMC Genomics i Journal of Biotechnology.

Podczas lektury dysertacji doktorskiej p. Papkova nasunety mi sig dwa powigzane ze soba pytania, ktérych

dyskusja bytaby cenna podczas obrony rozprawy:
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1. Jakie s3 wady i zalety metod enzymatycznych fragmentacji DNA w poréwnaniu z metodami fizycznymi?

2. W jakich wypadkach w konstrukcji bibliotek korzystniejsze jest stosowanie enzymatycznych metod

fragmentacji DNA?

Podniesione drobne zastrzezenia nie pomniejszaja mojej jednoznacznie pozytywnej oceny rozprawy
doktorskiej i wyjatkowo wysokiej oceny projektu eksperymentdw, ich wykonania i dokumentacji.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji praca mgr. Aliakseia Papkova pt. ,Zmiana specyficznosci
substratowe] termostabilnej endonukleazy restrykcyjnej TthHB27] za pomocg inzynierii genetycznej motywu
katalitycznego oraz wiazacego kofaktor” spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, w tym warunki art. 13
ustawy Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego o stopniach naukowych i tytule naukowym. Wnoszg zatem do Rady
Dyscypliny Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdarskiego o dopuszczenie mgr. Aliakseia Papkova do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




