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restrykcyjnej TthHB27I za pomoca inzynierii genetycznej motywu

katalitycznego oraz wiazacego kofaktor”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Aliakseia Papkov pod tytutem ,Zmiana
specyficznosci substratowej termostabilnej endonukleazy restrykcyjnej TthHB271 za pomocq inzynierii
genetycznej motywu katalitycznego oraz wigzqcego kofaktor” zostata wykonana pod promotorstwem
prof. dr hab. Piotra Skowrona, Kierownika Katedry Biotechnologii Molekularnej Uniwersytetu
Gdariskiego. Promotorem pomocniczym niniejszej rozprawy doktorskiej jest dr inz. Joanna Jezewska-
Frackowiak rowniez z Uniwersytetu Gdariskiego.

Rozprawa doktorska Pana mgr Aliakseia Papkov liczy 132 numerowanych stron i posiada typowy uktad
dla pracy doktorskiej. Praca doktorska zostata podzielona na nastepujace rozdziaty:

I. Cel pracy, II. Wstep teoretyczny z podrozdziatami Genomika, Metagenomika, Biblioteki Genomowe
oraz Endonukleazy Restrykcyjne Ill. Materiaty i metody, IV. Wyniki i dyskusja, V. Podsumowanie, VI.
Wykaz skrotow stosowanych w pracy oraz VII. Literatura. Tekst pracy poprzedzony jest spisem tresci
oraz streszczeniami w jezyku polskim oraz angielskim.




Bibliografia obejmuje 88 pozycji literaturowych. Praca doktorska jest ilustrowana przez 40 rycin i 10
tabel. Niestety, zabrakto jednak spisu rycin oraz tabel.

Jak wskazano w streszczeniu pracy, badania prowadzone przez Doktoranta s3 kontynuacjg badan
zespotu Promotora niniejszej pracy, prof. dr hab. Piotra Skowrona, nad aktywnoscig endonukleaz
restrykcyjnych podtypu 1IS/IIG/IIC. Badania prowadzone przez zespét prof. dr hab. Piotra Skowrona
wykazaly zmiang specyficznosci substratowej endonukleaz restrykcyjnych TspGWI i Tagll pod
wplywem sinefunginy, czego nie zaobserwowano przy zastosowaniu prekursora zwigzku — kofaktora
S-adenozylometioniny (SAM).

Zatozeniem, ktore Doktorant weryfikuje w ramach swojej pracy doktorskiej, jest zmiana specyficznosci
restrykcyjnej endonukleazy TthHB271 w wyniku zmian w sekwencji aminokwasowej w obrebie
kluczowych dla aktywnosci enzymu motywdw i uzyskanie zmodyfikowanych tzw. »nozyczek
molekularnych”. Opracowywanie nowych systeméw enzymatycznych, lekéw biologicznych przy uzyciu
inzynierii genetycznej staje sig aktualnie coraz czesciej wykorzystywanym narzedziem. Weciaz
poszukiwane s nowe opcje terapeutyczne i ich kombinacje majace na celu zwiekszenie efektywnosci
terapii. Stad, opracowywanie nowych systeméw enzymatycznych w medycynie oraz molekularnych
narzedzi konstrukcji nowych lekdw ma kluczowe znaczenie z poznawczego i praktycznego punktu
widzenia. Z wyZzej wymienionych powoddéw wybér tego tematu badari przez Doktoranta uwazam za
bardzo trafny i cenny.

Niestety, w obu wersjach jezykowych streszczenia Doktorant opisuje cele pracy i metodyke w czasie
przysztym, co utrudnia wprowadzenie w zakres pracy badawczej. Prawdopodobnie wynika to z
pozostatosci bariery jezykowej, jakkolwiek, Doktorant ogélnie radzi sobie bardzo dobrze piszac
rozprawe w jezyku polskim, a dalsza lektura rozjasnia wszelkie watpliwosci Recenzenta.

Nastgpstwem powyzszego rozdziatu s postawione przez Doktoranta hipoteza badawcza i cel pracy.
Doktorant postawit sobie trzy szczegétowe cele badawcze:

1) uzyskanie nowych wariantéw enzymu TthHB27I, poprzez wprowadzenie mutacji w obrebie
dwéch motywdéw: motywie wigzacym S-adenozylometioning oraz motywie katalitycznym
metylacji, tak by byly one identyczne jak u TspGWI - inne;j endonukleazo-metylotransferazy,
ktéra w obecnosci odpowiednich kofaktoréw wykazuje aktywnos¢ zrelaksowanego ciecia DNA
tzw. aktywnosc ,affinity star” odkryta i zdefiniowana we wczeséniejszych pracach zespotu prof.
Piotra Skowrona;

2) opracowanie odpowiednich warunkéw reakcji, ktére spowodujg u uzyskanych wariantow
endonukleazy restrykcyjnej TthHB27I relaksacje specyficznosci substratowej, objawiajgcej sie




W postaci rozpoznawania krotszych niz standardowo sekwencji DNA, a w konsekwencji
czestszemu trawieniu substratowego DNA;

3) scharakteryzowanie wifasciwosci biochemicznych uzyskanych wariantéw TthHB27I ze
zmienionymi motywami katalitycznymi

Zarowno hipoteza badawcza, jak i cele pracy zostaty sformutowane jednoznacznie i odzwierciedlajq
postawione przez Doktoranta zadania do wykonania w ramach zaplanowanych badan. We Wstepie
teoretycznym liczagcym 34 stron Doktorant logicznie oraz konsekwentnie wprowadza czytelnika w
zagadnienia poruszane w niniejszej rozprawie doktorskiej. Opisuje etapy rozwoju genomiki oraz jej
narzgdzia tj. rodzaje sekwencjonowania i mikromacierze DNA. Analogicznie, wprowadza w rodzaje
Metagenomiki, konsekwentnie przechodzac do zagadnien z obszaru biblioteki genomowej i
endonukleaz restrykcyjnych.

Przy tej czesci pracy doktorskiej prosze Doktoranta o doprecyzowanie i wyjasnienie kilku kwestii:

1) Na stronie 31, rysunku nr 6, Doktorant opisuje podziat metagenomiki na funkcjonalng i
sekwencyjng przedstawiajgc przyktad mikrobioty.

2) Na stronie 44, Doktorant pisze (..) ,nasz zespot opracowat alternatywne podejscie,
wykorzystujace TspGWI i Taqll Reazy-MTazy, ktére naturalnie rozpoznajg stosunkowo diugie
5-6-pz sekwencje DNA, ale w potaczeniu z analogiem kofaktora SAM — SIN tng DNA znacznie
czgsciej. Ten efekt mozna dodatkowo wzmocnié przez potaczenie SIN z DMSO, co sprawia, ze
TspGWI i Taqll stajg sie czesto tngcymi enzymami, rozpoznajacymi sekwencje o dtugosci okoto
3 pz [Zylicz-Stachula i in., 2002; Zylicz-Stachula i in., 2011]".

Prositabym tutaj o rozwiniecie tematu pod katem zastosowania tych technik w medycynie i przemysle.

Nalezy podkresli¢, ze informacje we , Wstepie teoretycznym” sg przedstawione w sposdb klarowny
utatwiajgc czytelnikowi zrozumienie tematyki badari Doktoranta. Treéé tego rozdziatu wskazuje na
bardzo dobre przygotowanie teoretyczne i znajomosc tematu obszaru badah. Zrozumienie
opisywanych przez Doktoranta zagadnied niewatpliwie ufatwia przejrzyste opracowanie graficzne.
Omawiane zagadnienia zostaly zobrazowane przez 10 rycin.

Kolejny rozdziat pracy, ,Materiaty i Metody”, jest napisany przejrzyécie i starannie. Doktorant
doktadnie opisat uzyte materiaty, wiaczajac stosowang aparature. Nastepnie, przedstawit materiat
badawczy oraz czytelnie opisat procedury izolowania, oczyszczania, analizy DNA. Na uznanie zastuguje
fakt, ze Doktorant stosowat i doktadnie opisat stosowane protokoty réznorodnych metod inzynierii:
od hodowli wybranych rekombinowanych szczepéw Escherichia coli w celu izolowania DNA i ekspresji




genetycznej, poprzez izolowanie rekombinowanych biatek i ich badania biochemiczne, co niewatpliwie
zwigksza warto$¢ merytoryczng recenzowanej rozprawy doktorskiej.

W rozdziale ,Materiaty i Metody” zawarto opis nastgpujacych procedur badawczych: hodowle
bakteryjne, transformacja bakterii plazmidowym DNA - elektroporacja, elektroforeza SDS-PAGE biatek,
liza komorek bakteryjnych, wytrgcanie kwaséw nukleinowych za pomoca polietylenoiminy,
Ultrafiltracja, Test na obecnos¢ endonukleazy restrykcyjnej we frakcjach chromatograficznych,
Chromatografia jonowymienna i powinowactwa, Oznaczanie stezenia biatka w preparacie — pomiar
densytometryczny, Badania wtfasciwosci biochemicznych enzymdéw, Badanie wptywu DMSO na
aktywnosc ,star” endonukleazy restrykcyjnej TthHB271.

Podsumowujac, rozdziat ,Materiaty i Metody” w sposéb skrupulatny i wyczerpujacy opisuje catoéé
zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentdw, pozwalajac na odtworzenie warunkéw i
weryfikacjg uzyskanych wynikéw przez innych badaczy. Zdaniem Recenzenta wybér oraz zastosowanie
tak szerokiego wachlarza metod i technik badawczych z dziedzin genetyki, biologii molekularnej,
biologii komérki oraz biochemii jest imponujacy i $wiadczy o ogromie poswieconej pracy oraz duzym
potencjale naukowym Doktoranta. Jedyna mojg uwaga do tej czesci rozprawy doktorskiej jest brak
opisu analizy statystycznej otrzymanych wynikéw badan.

Rozdziat , Wyniki i dyskusja” przedstawiony zostat na 55 stronach, zobrazowany przez 33 ryciny oraz
podzielony na 5 gléwnych punktéw dotyczacych kolejno: ~Mutageneza kierunkowa genu syn-
tthHB27IRM” (1); ,Nadprodukcja i oczyszczanie wariantéw TthHB271” (2); ,Wtasciwosci biochemiczne
uzyskanych wariantéw enzymu TthHB271” (3); ,Optymalizacja warunkéw wywotujgcych relaksacje
specyficznosci enzymatycznej TthHB27” (4) ~Wptyw obecnosci/braku miejsc rozpoznawania
sekwencji homologicznej w substratowym DNA na aktywnos¢ endonukleolityczng enzymu TthHB27I
zwigzang z obecnoscia kofaktora/analogu” (5).

W pierwszym punkcie rozdziatu ,Wyniki i dyskusja” Doktorant charakteryzuje warunki
przeprowadzenia mutagenezy miejscowo-specyficznej w syntetycznym, zoptymalizowanym genie syn-
tthHB27IRM oraz przedstawia oraz przedstawia analizy restrykcyjne otrzymanych klonéw. W celu
potwierdzenia obecnosci pozadanych mutacji w wytypowanych klonach, przeprowadzit kolejno analize
sekwencyjng, ktéra potwierdzita obecnosé¢ poprawnych mutacji we wszystkich wyselekcjonowanych
klonach wariantu TthHB27I-NPPY. Wybrane pozytywne klony Doktorant wykorzystat w kolejnym
etapie badan do nadprodukcji wariantéw TthHB27! w komérkach ekspresyjnego szczepu E. coli.

Kolejno, Doktorant przeprowadzit eksperymenty prowadzace do nadekspresji genow kodujacych
wszystkie trzy warianty REazy TthHB27I: TthHB27|-DPAVGTG, TthHB27|-DPAVGTG/NPPY oraz
TthHB27I-NPPY. Dla kazdego wariantu przeprowadzono 2 hodowle — jedng kontrolng oraz jedna
wiasciwg. Co ciekawe, hodowle E.coli niosgcych plazmidy pET21d(+)-syn-tthHB27I-NPPY oraz
PET21d(+)-syn-tthHB27I-DPAVGTG/NPPY po trzech godzinach od indukcji ekspresji gendw zaczynaty
lizowac, co najprawdopodobniej $wiadczy o toksycznym charakterze powstajgcego hiatka REazy wobec




komorek gospodarza E. coli. Jak wskazuje Doktorant, w przeciwienstwie do wymienionych dwach,
hodowla bakterii niosgcych plazmid pET21d(+)-syn-tthHB27I-DPAVGTG przez caly okres prowadzenia
hodowli nie lizowata. Tu pytanie: czy Doktorant ma hipoteze dlaczego?

W kolejnym etapie Doktorant oczyscit biatka oraz wykonat analize densytometryczng, ustalajgc
stezenie biatka w badanych preparatach TthHB27I-DPAVGTG, TthHB27|-NPPY oraz TthHB27I-
DPAVGTG/NPPY, a nastepnie rozpoczat analizy biochemiczne.

Moja drobna uwaga dotyczy ryciny nr 25 oraz wykonanej analizy densytometrycznej — warto bytoby
przedstawic krzywa wzorcowa oraz wykonac analize statystyczng otrzymanych wynikéw z trzech
niezaleznych eksperymentow. W tym miejscu prositabym Doktoranta o odpowiedz, jakg inng metoda
oprocz zastosowanej, mozna zmierzy¢ zawarto$c biatka w badanej prébee.

Doktorant kolejno skupit sig na przeprowadzeniu szeregu reakcji enzymatycznych majacych na celu
okreslenie wiasciwosci biochemicznych wariantéw REazo-MTazy TthHB27I. W pierwszej kolejnosci
zbadat wptyw kofaktora S-adenozylometioniny SAM, jego analogéw sinefunginy, S-adenozylocysteiny,
S-adenozylohomocysteiny oraz ATP na aktywnos$¢ endonukleolityczna badanych biatek. Analizujac
otrzymane wyniki badari Doktorant wywnioskowat, ze aktywno$¢ endonukleolityczna wszystkich
trzech wariantéw TthHB27! jest stymulowana przez dodatek SAM lub sinefunginy do mieszaniny
reakcyjnej. Podczas, gdy S-adenozylocysteina, S-adenozylohomocysteina oraz ATP nie maja wplywu na
aktywnos¢ badanych endonukleaz restrykcyjnych.

W tym miejscu chciatabym poprosi¢ Doktoranta o doprecyzowanie ponizszych aspektow dotyczacych
punktu 4.3:

1) Przy rycinie nr 26 brakuje hipotezy Doktoranta, dlaczego kofaktor S-
adenozylometionina moze by¢ w reakcji trawienia DNA funkcjonalnie zastgpiony przez
jego strukturalny analog — sinefungine, a dziatania tego nie zaobserwowano w przypadku
innych analogéw, nawet bardziej zblizonych chemicznie do kofaktora — czyli S-
adenozylocysteiny, S-adenozylohomocysteiny, ATP.

2) Przy rycinie nr 27 - jony metali powinny by¢ numerowane w opisie pod figurg dla
utatwienia lokalizacji odpowiadajacych im éciezek na zelu, skoro s3 tam oznaczone
cyframi. Ponadto, brakuje wyjasnienia Doktoranta, dlaczego jedynie jony manganu tak
silnie relaksuja specyficznos¢ substratowa wariantow mutacyjnych metylotransferazo-
endonukleazy restrykcyjne TthHB27I, zamieniajac je w niemal niespecyficzne
endonukleazy.




3) W pracy na stronie 94 znalazta sie interpretacja potencjalnych zastosowan relaksacji
specyficznosci substratowej wariantéw mutacyjnych TthHB271 przez jony manganu, cyt.
+Niestety relaksacja badanych REaz w podanych warunkach jest na tyle silna, ze ciezko
bytoby ja kontrolowac¢. Tak wysoki stopien degradacji DNA niestety nie jest wskazany w
przypadku przygotowywania bibliotek genomowych. Moga one natomiast znalez¢ inne
zastosowanie, chociazby jako alternatywa dla innych nukleaz stosowanych do degradacji
DNA.”. Trudno sig catkowicie zgodzi¢ z tym twierdzeniem, gdyz aktywnos$é¢ enzymoéw
mozna regulowac na szereg sposobow. W przypadku termostabilnych i termofilnych
wariantow mutacyjnych TthHB27| najprostszym sposobem kontroli trawienia DNA w
obecnosci jondw manganu bytoby obnizenie temperatury reakcji lub obnizenie stezenia
enzymow lub skrécenie czasu reakcji. Czy Doktorant testowat tego rodzaju zmiane
warunkow, aby doprowadzi¢ do zyskania wigkszych fragmentéw DNA w wyniku trawienia
DNA w obecnosci jondw manganu?

W kolejnym etapie pracy, z uwagi na brak oczekiwanych rezultatéw w postaci nhowego wariantu
TthHB27! charakteryzujacego sie aktywnoscia ,affinity star”, Doktorant podjat probe uzyskania takiej
aktywnosci optymalizujgc warunki wywotujgce relaksacje specyficznosci enzymatycznej TthHB27I.
Co ciekawe, wykazat, ze dodatek do mieszaniny reakcyjnej dimetylosulfotlenku (DMSQ) w zaleznosci
od stezenia powoduje relaksacje specyficznoéci enzymu, podobng do klasycznej aktywnosci "star".
Dodatkowo, Doktorant przeprowadzit ocene potencjalnego efektu synergistycznego miedzy DMSO a
kofaktorem SAM, i jego poprzednio uzytych analogéw oraz ATP. Wykazat, wzmocniong relaksacje
specyficznosci poprzez zastosowanie SAM oraz sinefunginy tacznie z DMSO. Tego efektu Doktorant nie
zaobserowat przy S-adenozylocysteiny, S-adenozylohomocysteiny lub ATP.

W tym miejscu Recenzent prosi o wyjasnienie potencjalnych mechanizméw prowadzacych do
synergistycznego efektu na relaksacje specyficznosci enzymu po zastosowaniu DMSO wytacznie z
kofaktorem SAM i jego analogiem sinefunging.

Kolejno, Doktorant podjat prébe oceny , Wptywu obecnosci/braku miejsc rozpoznawania sekwencji
homologicznej w substratowym DNA na aktywnoé¢ endonukleolityczna enzymu TthHB27| zwigzang z
obecnoscig kofaktora/analogu”. Niestety, w tym i dalszej czesci sekcji +~Wynikéw i dyskusji” brakuje
numeracji. Nastepnie, Doktorant okreslit sekwencje rozpoznawanej przez TthHB27! oraz miejsca
trawienia w warunkach aktywnosci "star" zaleznej od SAM i jego analogu sinefunginy. Przebadat 153
klony z biblioteki TthHB27I/DMSO/SAM i 139 klony z biblioteki TthHB271/DMSO/SIN. Doktorant
przedstawit rozktad diugosci produktéw trawienia na podstawie dtugosci insertéw obecnych w
analizowanych klonach, wskazujac, iz czesciowe trawienia dominujg w otrzymanej puli fragmentow
DNA, co wskazuje na przydatnoéc enzymu do kontrolowanych, czeéciowych trawieri w celu konstrukcji
bibliotek genomowych.




Gtowna uwaga Recenzenta do tej czesci wynikow dotyczy braku analizy statystycznej, w szczegdlnosci
przedstawienia odchylenia standardowego, przy rycinie nr 38 prezentujgcej rozktad dtugosci insertow
w wybranych do analizy sekwencyjnej klonach z biblioteki DNA A wygenerowanej przez
TthHB271/DMSO/SAM oraz rozktad dtugosci insertdw w wybranych do analizy restrykcyjnej klonach z
biblioteki DNA A wygenerowanej przez TthHB271/DMSOQ/SIN.

W rozdziale ,Wyniki i dyskusja” zwraca uwage fakt, iz Doktorant rzetelnie i przejrzyécie opisat
otrzymane wyniki badan, natomiast, w bardzo niewielu miejscach skonfrontowat je z dostepnymi
danymi literaturowymi. Czy przyczyna jest ograniczona dostepnos¢ pismiennictwa na podejmowany
przez Doktoranta temat? Jesli tak, to nalezatoby to jasno podkresli¢ na przyktad we wstepie badi
podsumowaniu rozprawy doktorskie;j.

W kolejnej czgsci (5) rozprawy doktorskiej, Doktorant podsumowuje otrzymane wyniki badan
wskazujac na ich aplikacyjnos¢. Rozprawe doktorskg Doktorant koficzy czterema wnioskami. Nalezy
podkredlic, ze wysunigte wnioski sg odpowiedzig na cele szczegétowe pracy.

Zaprezentowana przez Doktoranta rozprawa doktorska w sposéb logiczny i konsekwentny
odzwierciedla kontekst badan i potwierdza duzg znajomos¢ problematyki regulacji specyficznosci
substratowej termostabilnej endonukleazy restrykcyjnej TthHB27! za pomocg inzynierii genetycznej.
Nalezy zwroci¢ uwagg, ze Doktorant zaznacza w odpowiednich miejscach nowatorskie aspekty swoich
badan, przewagg technologiczng zastosowanych przez Niego narzedzi badawczych oraz ich
potencjalne wykorzystanie w dziedzinie inzynierii genetycznej. Co warte podkreslenia, Doktorant
podchodzi krytycznie do otrzymanych wynikéw badan, optymalizujgc warunki eksperymentéw i
zastosowane techniki badawcze.

W swojej pracy doktorskiej Doktorant nie ustrzegt sie jednak btedéw edytorskich m.in brak numeracji
niektorych punktéw, czy niekonsekwencja stosowania skrotow. Te uwagi jednak nie umniejszaja
bardzo wysokiej wartosci naukowej rozprawy doktorskiej.

Whiosek koricowy

Podsumowujac, zaréwno merytoryczna jak i metodyczna strona rozprawy doktorskiej zastuguje na
uznanie. Sugestie recenzenta wskazane w poszczegélnych czesciach recenzji, pozostawiam
Doktorantowi do rozwazenia przy ewentualnej publikacji wynikéw badan. Jednoczeénie zaznaczam, iz
moje uwagi nie umniejszajg wartosci poznawcze] oraz klinicznej niniejszej rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska Pana mgr Aliakseia Papkov pod tytutem ,Zmiana specyficznosci substratowej
termostabilnej endonukleazy restrykcyjnej TthHB27! za pomocq inZynierii genetycznej motywu




katalitycznego oraz wigigcego kofaktor” spetnia w petni wymogi ustawowe stawiane pracom
doktorskim, zgodnie z art. 13 ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Zatagcznik do obwieszczenia Marszatka Sejmu RP
z dnia 02 grudnia 2014r. — Dz.U. poz. 1852).

Zwracam si¢ zatem do Rady Naukowej Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pana mgr
Aliakseia Papkov do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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