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Ocena osiggniecia naukowego, pozostatego dorobku naukowego i
dziatalnoéci dydaktycznej, organizacyjnej i popularyzacyjnej dr Agnieszki
Zylicz-Stachuli, w zwigzku z ubieganiem sig o stopier doktora
habilitowanego w dziedzinie nauki biologiczne w dyscyplinie biologia

Uwagi wstepne

Doktor Agnieszka Zylicz-Stachula ukorczyta studia na kierunku biotechnologia na
Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w 2000 roku, uzyskujgc tytut magistra biotechnologii. W
2007 roku uzyskafa stopieri doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia na
podstawie rozprawy doktorskiej , Termofilna endonukleaza restrykcyjna TspGW1 —nowa
specyficznoé¢é na pograniczu trzech klas bakteryjnych systemdw restrykcyjno-
modyfikacyjnych”, a promotorem Jej pracy doktorskiej byt prof. dr hab. Janusz Bujnicki.
Przew6d doktorski prowadzit Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. W latach
1999-2006 Kandydatka pracowata w firmie biotechnologicznej EURx Sp. z 0.0., w latach
2007-2008 w Zakfadzie Teoretycznej Chemii Fizycznej na Wydziale Chemii UG na
stanowisku asystenta, w latach 2008-2012 pracowata w tym samym zaktadzie na etacie
adiunkta, a od roku 2012 jest zatrudniona jako adiunkt w Pracowni Inzynierii
Genetycznej, w ramach Katedry Biotechnologii Molekularnej na Wydziale Chemii UG. Po
zapoznaniu sie z dostarczong dokumentacjg stwierdzam, Ze zostaty spetnione przez
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Kandydatke wszystkie warunki formalne, by ubiega¢ sie o stopiern doktora
habilitowanego w dziedzinie nauki biologiczne w dyscyplinie biologia.

Ocena osiggniecia naukowego

Osiggniecie naukowe dr Agnieszki Zylicz-Stachuli nosi tytut: ,Analiza poréwnawcza
endonukleazo-metylotransferaz z rodziny enzyméw, pochodzacych z bakterii rodzaju
Thermus” i stanowi je cykl siedmiu publikacji spéjnych tematycznie, o tematyce dobrze
odzwierciedlonej przez tytut osiggnigcia.

Osiagniecie naukowe Kandydatki obejmuje prace nad rodzing homologicznych
enzymow restrykcyjnych (z typu 1IC), zidentyfikowanych przez dr Agnieszka Zylicz-
Stachule wraz z pozostatymi cztonkami zespotu, a wystepujacych w termostabilnych
bakteriach rodzaju Thermus. Enzymy te charakteryzujg sige obecnosciag domen ENazy i
metylotransferazy na jednym faricuchu polipeptydowym. Nalezy zaznaczy¢, e prace nad
pierwszym enzymem z omawianej grupy (RM.TspGW1) dr Agnieszka Zylicz-Stachula
rozpoczeta i ujeta w pracy doktorskiej, a takze opublikowanym péiniej artykule, ktory
nie wchodzi w sktad osiagniecia naukowego. W ramach osiagniecia naukowego
wyizolowata z bakterii Thermus sp. DT kolejny enzym restrykcyjny (RM.TspDT1),
zidentyfikowata jego gen i opracowata protokdt wydajnej produkcji tego enzymu w E.
coli. Po poréwnaniu budowy nowego enzymu z pierwszym uzyskanym jeszcze w ramach
pracy doktorskiej okazato sie, ze pomimo znacznych réznic w sekwencji aminokwasowej
obu biatek wykazujg one znaczne podobieristwo biochemiczne i rozpoznajg bardzo
podobne sekwencje DNA. Obserwacja ta pozwolita na wytonienie dwdch podrodzin
badanych enzyméw, do ktdérych nastgpnie Autorka przyporzadkowywata kolejne
zidentyfikowane w bazach danych enzymy restrykcyjne, nie tylko pochodzgce z bakterii
rodzaju Thermus. Mato tego, enzymy te zostaly zidentyfikowane w bakteriach
mezofilnych, co Autorka ttumaczy horyzontalnym transferem genéw z bakterii
mezofilnych do bakterii termofilnych.

W innej pracy wchodzacej w skfad osiggnigcia naukowego Autorka opisuje
zsyntetyzowanie sztucznego genu bifunkcjonalengo enzymu ENazy/MTazy RMTaqll,
ktéry ulegatby wydajnej ekspresji w E. coli. Wymieniono 65% kodonéw na inne
synonimiczne kodony, zmniejszajac procentowy udziat par GC i zmniejszajac
prawdopodobieristwo powstawania struktur drugorzedowych w mRNA. W konstrukcji
syntetycznego genu zastosowano metode zamiany kodonéw, w ktdrej nie wybierano
tych najbardziej optymalnych dla E. coli, ale suboptymalne, tak by nadeksprymowany
enzym nie byt toksyczny dla komorki gospodarza. Gen ten, bedac pod indukowanym
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promotorem, ulegat 10-krotnie podwyzszonej ekspresji niz gen natywny. Ta ciekawa,
oryginalna procedura pozwolita na izolacje duzych iloéci badanego enzymu (w
bakteriach Thermus sp. DT enzym ten ulega ekspresji na bardzo niskim poziomie), na
oznaczenie aktywnosci i dokonanie charakterystyki biochemicznej enzymu. RM.Taqll
charakteryzuje sie bardzo wysoka homologia sekwencji aminokwasowej ze
zidentyfikowanym przez Autorkg enzymem RM.TspGWI. Pomimo tego enzymy te
rozpoznaja inne sekwencje DNA. Wczesniejsze doniesienia na temat specyficznosci
enzymatycznej RM.Tagll izolowanego z oryginalnego gospodarza Thermus aquaticus
podawaly, ze rozpoznaje on dwa warianty sekwencji DNA, natomiast uzyskany przez
Kandydatke enzym rekombinowany rozpoznawat tylko jeden jej wariant. Badanie
specyficznosci ciecia DNA pokazato, ze miejsce cigcia byio identyczne w przypadku obu
enzymow (natywnego i rekombinowanego). Tego typu ciekawa obserwacja poczyniona
przez Autorke byta pierwszym tego typu doniesieniem w literaturze przedmiotu. Dalsze
badania nad ta obserwacja pokazaty, ze w genomie T. aquaticus wystepuja jednak dwie
ENazy/MTazy: RM.Tagll i, nazwana przez Autorke, RM.Taglll o bardzo podobnej
sekwencji aminokwasowej, z ktérych jedna rozpoznaje jeden wariant sekwencji, a druga
drugi. Wyjaéniajac poczyniong obserwacje nad enzymem rekombinowanym Kandydatka
dowiodta istnienia w T, aquaticus dodatkowego systemu RM, w ktérego skiad wchodzi
nowa prototypowa ENaza.

Kolejnym zagadnieniem opracowanym przez dr Agnieszke Zylicz-Stachule w
ramach badania rodziny bifunkcyjnych ENaz/MTaz z rodzaju Thermus byfo zbadanie
modulacji aktywnosci  enzymatycznej  tych enzyméw pod  wplywem  S-
adenozylometioniny (SAM). Warto zaznaczy¢, ze jest to jak dotad jedyny przyktad
regulacji aktywnosci ENaz/MTaz przez SAM lub jego analogi: sinefungine (SIN) lub S-
adenozylohomocysteing (SAH). Wigkszoé¢ przebadanych przez Autorke enzymow bylfa
stymulowana przez SAM lub SIN, a wyjatek stanowit RM.TspGWI, gdzie zaobserwowano
silne hamowanie aktywnoséci enzymatycznej. Badania nad specyfikg cigcia DNA przez
enzymy RM.TspGW1 i RM.Taqgll w obecnosci SAM i SIN pokazaty, ze oba zwigzki
relaksuja specyficznoéé rozpoznania dopuszczajac do rozpoznania sekwencji réznigcych
sie w dowolnym miejscu rozpoznawane]j sekwencji jednym nukleotydem. Mato tego, w
przypadku enzymu RM.Tagll kombinacja SIN/DMSO doprowadzata do relaksacji
rozpoznawane] sekwencji nawet o dwa nukleotydy. Co wazne, Autorka udowodnita, ze
miejsce ciecia nie zmienia sie w zadnym z przypadkow. Zatem dr Agnieszka Zylicz-
Stachula dokonata odkrycia warunkéw trawienia DNA przez badane enzymy
restrykcyjne, w ktérych enzym poszerza repertuar wigzanych sekwencji DNA, tnac
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zawsze w tej samej odlegtosci od miejsca zwigzania i przeksztaicajac sig w ultra-czesto

tnace nozyce DNA.

Doktor Agnieszka Zylicz-Stachula prowadzita réwniez badania nad inzynierig
bifunkcyjnych ENaz/MTaz w celu uzyskania wariantéw enzymow o poprawionych
wladciwoéciach. W tym celu przeprowadzafa ukierunkowang mutageneze rejonu
kodujgcego motyw IV MTazy. Podstawiajac w enzymach RM.TspGW1 i RM.Taqll
asparagine (odpowiednio N473 lub N472) alaning lub innymi aminokwasami, uzyskano
warianty enzymow o réinych kombinacjach cech (np. zwigkszenie wiernosci wigzania
DNA, zwiekszong wrazliwo$¢ enzymu na SIN i modulacje aktywnosci endonukleolitycznej
i metylujacej).

We wszystkich pracach osiggnigcia naukowego dr Agnieszka Zylicz-Stachula jest
pierwszg autorka, a dodatkowo w dwéch pracach (z 2014 i 2016) jest autorkg
korespondujacg. Prace te ukazaly sie w bardzo dobrych miedzynarodowych
czasopismach takich jak: Mol. Biol. Rep. (2x), Microb. Cell Fact,, BMC Genomics, BMC
Mol. Biol., BMC Biochemistry i Biotechnigues. Sumaryczny IF prac z osiggnhiecia
naukowego wynosi 19, 8, co w przeliczeniu na punkty MNiSW daje 200 punktéw. Prace
sg wieloautorskie, do wszystkich prac zatgczono oéwiadczenia wspofautordw, jedynie w
przypadku jednej pracy (BMC Mol. Biol., 2012) brakuje o$wiadczen dwoch
wspdéfautoréw, pracujgcych przynajmniej w czasie powstawania publikacji w firmie
litewskiej Thermo Scientific w Dziale Badan i Rozwoju. Natomiast Kandydatka zamiescifa
oéwiadczenie dyrektora tego dziatu i réwnoczeénie wspotautora rzeczonej publikacji
informujace o wktadzie w publikacje catej trojki. Kandydatka zamiescita réwniez wydruki
maili do obu oséb pracujacych w Thermo Scientific z prosba o nadestanie odpowiednich
oéwiadczen. Jak oéwiadcza Kandydatka, maile te pozostaty bez odpowiedzi. Jednak
zgodnie z ostatnim rozporzadzeniem MNISW z pazdziernika 2015 w pracach, gdzie jest
wiece] niz pigciu autoréw (a to jest ten przypadek) wystarczy podac wtasne (habilitanta)
oéwiadczenie i o$wiadczenia przynajmniej czterech wspétautordw. Ten wymog zostat w
tym przypadku spetniony. Udziat procentowy Habilitantki deklarowany przez nig wynosi
od 45% do 65%. Z Jej o$wiadczen znajdujacych sie przy kazdej z prac wynika, ze byfa
autorka metody, wspotkierowata projektem naukowym, badz jest gtéwnym odkrywca
obserwowanego zjawiska. W oéwiadczeniach mgr Olgi Zotnierkiewicz ~ padaja
stwierdzenia o wykonaniu wigkszosci doéwiadczen z réwnoczesng informacja, ze beda
one umieszczone w Jej pracy doktorskiej, a z kolei dr Agnieszka Zylicz-Stachula deklaruje
w autoreferacie, ze prace te byty wykonywane pod Jej kierunkiem jako promotora

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 82959 49
ibmib@amu.edu.pl '




UNIWERSYTET IM. ADAMAMICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

pomochiczego. W $wietle tego co powyisze, oswiadczenia Kandydatki jak i
wspotautordw nie wzbudzajg moich watpliwosci.

Podsumowujac uwazam, ze osiggniecie naukowe dr Agnieszki Zylicz-Stachuli jest
bardzo wartoéciowym dzietem, gdy chodzi o rozwdj inzynierii biatek, w szczegdlnosci
enzymow bifunkcyjnych ENaz/MTaz, a takie gdy chodzi o naszg wiedze na temat
aktywnosci i specyfiki substratowe]j badanych restryktaz wystgpujacych w termofilnych
gatunkach bakterii z rodzaju Thermus. Wyniki przedstawionych prac wniosty istotng i
nowa wartos¢ naukowa w dyscypline biologia.

Ocena pozostatego dorobku naukowego
Pozostaly dorobek naukowy dr Agnieszki Zylicz-Stachuli sktada sie z 12 prac (dwie przed
doktoratem, 10 po doktoracie), wszystkie z listy JCR, niektdre Swietnie opublikowane
(np. Nucl. Acids Res. 2x), niektére bardzo dobrze (J. Phys. Chem., BMC Mal. Biol.). Prace
sg wieloautorskie, a Kandydatka jest w nich pierwsza, druga lub zajmuje dalsze miejsca
wérod autorow. Ponadto jest wspdtautorem dwdch zgtoszen patentowych, jednego
krajowego i jednego miedzynarodowego. Prace dotyczg izolacji i charakterystyki
biochemicznej i funkcjonalnej nowych enzymodw restrykcyjno/metylujacych z réinych
gatunkéw bakterii oraz opracowania nowych technik znakowania DNA — gtéwnie przy
uzyciu halogenowych pochodnych nukleozydéw, czy detekcji peknig€ nici DNA. W jednej
z prac opisano metode uzyskiwania diugich czasteczek DNA wysyconych 5-BrdU,
wrazliwych na $wiatto UV, ktdre prowadzi do powstawania licznych pekniec nici DNA i
aberracji chromosomowych. Technika ta mogtaby potencjalnie znalez¢ zastosowanie w
radioterapii niektérych typéw nowotworow. Dodatkowo opracowano metodg
znakowania halogenowymi pochodnymi nukleozydéw dtugich czasteczek DNA w $cisle
okreélonych miejscach sekwencji nukleotydowej. Metoda wykorzystuje wigzanie i
trawienie enzymami restrykcyjnymi klasy 1S, ligacje fragmentdw DNA, w ktdrych
uzupetnia sie kohezyjne miejsca znakowanymi nukleozydami. W innej z kolei pracy
zidentyfikowano nieoczekiwany fotoprodukt fotolizy 5-BrdU w roztworze wodno-
izopropanolowym, a jest nim addukt 2’-dU i 2-propanolu, reakcja jest przeprowadzana
w obecnoéci acetonu. Zaproponowano, ze bylaby to dobra metoda do oceny
radioczutosci pochodnych halogenowych nukleozydodw.

W innej pracy wyizolowano termostabilny o szerokim spektrum dziatania
izoschizomer restrykatazy Bbvl (GeolCl). Enzym ten uzyskano z bakterii Geobacilius sp.
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izolowanych z islandzkich gejzeréw. Jego przydatnos¢ w inzynierii genetycznej jest nie
do przecenienia.

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawione rezultaty badan naukowych w
pracach z pozostatego dorobku naukowego s wazne, bardzo solidnie wykonane, a przy
uzyskiwaniu wynikéw stosowano réznorodne techniki biologii molekularnej, biochemii i
bioinformatyki. Sumaryczny IF wszystkich prac Kandydatki wynosi 60,6, co przektada sig
na 575 punktéw MNiSW. Liczba cytowan jest dla mnie niezrozumiale mata i wynosi 87
(bez autocytowan 25), a indeks Hirscha - 6. Sg to dobre parametry, jak na ten etap
kariery naukowej, a niewielkg liczbe cytowan tych prac moina jedynie sobie
wyttumaczyé waskim gronem specjalistow zajmujgcych sie omawianymi zagadnieniami.
Biorgc wszystko powyisze pod uwage, bardzo dobrze oceniam pozostaty dorobek
naukowy dr Agnieszki Zylicz-Stachuli.

Ocena dziatalnosci organizacyjnej i dydaktycznej

Doktor Agnieszka Zylicz-Stachula jak dotad nie kierowata projektami naukowymi z
finansowaniem zewnetrznym. Niemniej jednak Jej udziat jako wykonawcy w projektach
aplikacyjnych i badawczych jest imponujacy: jeszcze przed doktoratem brata udziat w
realizacji 12 projektéw firmy Eurx Sp. z o.0. w ramach funduszu Molecular Biology
Resources Inc. (USA), a po doktoracie byta wykonawcg w trzech grantach KBN, MNiSW
lub NCN, w trzech grantach rozwojowych lub inwestycyjnych NCBIiR a takie jednego
projektu w ramach programu Innowacyjna Gospodarka. Jako kierownik projektu
kandydatka wykazuje dwa granty z tzw. Badan Wtasnych Uniwersytetu Gdanskiego.
Szkoda, ze jak dotad dr Agnieszka Zylicz-Stachula nie kierowata Zadnym duzym
projektem, niemniej jednak uznaje, ze bycie gtdwnym wykonawca w ogromnych
projektach NCBIiR to tez nie lada odpowiedzialnos¢ i wyzwanie. W autoreferacie
Kandydatka wymienia cztery ztozone wnioski grantowe do NCN, ktdre nie zostaty
zakwalifikowane do finansowania.

Doktor Agnieszka Zylicz-Stachula jest laureatka dwoch nagréd zespotowych
Rektora Uniwersytetu Gdanskiego. Kilka razy wygtaszata referaty naukowe na
konferencjach miedzynarodowych i krajowych. Kandydatka jest bardzo aktywna, gdy
chodzi o udziat w prezentowaniu wynikéw w formie plakatu na konferencjach
naukowych: przed doktoratem 13 razy prezentowata w ten sposéb swoje wyniki na
réznych konferencjach krajowych, a po doktoracie az 28 razy na konferencjach
miedzynarodowych.
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Gdy chodzi o osiggniecia dydaktyczne to nalezy podkresli¢, ze dr Agnieszka Zylicz-
Stachula pracuje na Uniwersytecie, w zwigzku z czym jest bardzo aktywna dydaktycznie.
| tak prowadzita/prowadzi siedem réznych wyktadéw fakultatywnych na kierunku
Chemia, seminaria dyplomowe i specjalizacyjne na tym samym kierunku, ¢wiczenia z
chemii fizycznej i pracownie specjalistyczng i dyplomowa. Jest wspétautorem skryptu dla
studentéw Wydziatu Chemii. Byta promotorem siedmiu prac magisterskich, opiekunem
naukowym czterech magistrantéw, promotorem szesciu prac licencjackich. Co
niezwykte, jest promotorem pomocniczym az w pieciu przewodach doktorskich, a w
jednym projekcie doktorskim, w ktérym przewdd jeszcze nie zostat otwarty, jest
opiekunem naukowym. Te sfere aktywnosci naukowo-dydaktycznej Kandydatki oceniam
szczegolnie wysoko.

Doktor Agnieszka Zylicz-Stachula przebywata na kilkumiesiecznych stazach
krajowych w réznych firmach biotechnologicznych, ale niestety nie ma w swoim
#yciorysie naukowym diugiego stazu podoktorskiego. Uwazam to za spory mankament w
zyciorysie naukowca i bardzo naktaniatbym Kandydatke do podjgcia takiego wyzwania.

7 dziatalnoéci naukowej Kandydatki moina jeszcze wymieni¢ recenzowanie dwdch
manuskryptéw zfozonych w redakcjach czasopism o zasiggu migdzynarodowym.

Koriczac ten podrozdziat stwierdzam, ze oceniam bardzo pozytywnie dziatalnosc
organizacyjna i dydaktyczna dr Agnieszki Zylicz-Stachuli.

Whioski koncowe

W moim przekonaniu zaréwno osiaggnigcie naukowe, jak i pozostaty dorobek naukowy dr
Agnieszki Zylicz-Stachuli sg bardzo dobre, moja szczegdlng uwage zwrdcit znakomity,
profesjonalny warsztat badawczy, a takze konsekwencja w rozwiazywaniu problemow
badawczych. Te cechy s3 niezwykle wazne dla kariery i rozwoju badacza, stad pozwalajg
mi one mie¢ nadzieje, ze rozwdj Kandydatki bedzie nadal dynamiczny i zaowocuje
powstaniem preznej grupy badawczej uzyskujacej bardzo dobre, interesujgce wyniki
naukowe. Dziatalnoé¢ dydaktyczna dr Agnieszki Zylicz-Stachuli jest wrecz znakomita, a
lej dziatalno$¢ organizacyjna réwniez nie budzi zastrzezen. Dlatego zwracam sig do Rady
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdariskiego o nadanie dr Agnieszce Zylicz-Stachuli

stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk biologiczn\g dys/clyl' :
) 020
prof. dr 23( ur Jarmotowski
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