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Opinia na temat osiagniecia naukowego ,,Analiza poréwnawcza endonukleazo-
metylotransferaz z rodziny enzymoéw, pochodzacych z bakterii rodzaju Thermus”
oraz aktywnosci naukowej, dydaktycznej, organizacyjnej i popularyzatorskiej

dr Agnieszki Zylicz-Stachuli w zwiazku z postepowaniem o nadanie stopnia doktora

habilitowanego, w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia

Pani dr Agnieszka Zylicz-Stachula jest absolwentka Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku, na
ktérym w 2000 roku obronita prace magisterstkg w dziedzinie biotechnologii. Jej projekt pracy
magisterskiej, a nastepnie doktorskiej, realizowany byt w firmie biotechnologicznej EURx w
Gdansku, z ktérg zwigzata swoja kariere zawodowag po ukonczeniu studidw na stanowisku
pracownika naukowego. Oba projekty dotyczyty charakterystyki biochemicznej i analizy
strukturalne] enzymoéw restrykcyjnych izolowanych z termofilnych bakterii. W roku 2007
Habilitantka uzyskata tytut doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii, w Instytucie Biochemii
| Biofizyki PAN w Warszawie na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,Termofiina endonukleaza
restrykcyjna TspGWI — nowa specyficzno$¢ na pograniczu trzech klas bakteryjnych systemow
restrykcyjno-modyfikacyjnych”, ktéorej promotorem byt prof. dr hab. Janusz Bujnicki z
Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie. Warto podkreslic,
ze Pani Agnieszka Zylicz-Stachula realizowata swoj projekt doktorski w jednostce pozanaukowej,
ktorej interesy sa nastawione na aspekty czysto komercyjne. Musiata zatem rownolegle prowadzi¢
inne projekty, ktorych celem byta optymalizacja produkcji enzyméw, czy klonowanie gendw
(gtéwnie nukleaz, polimeraz), by poszerzy¢ wachlarz oferty firmy biotechnologicznej EURX. W
2007 roku Pani Agnieszka Zylicz-Stachula podjeta decyzje o powrocie do kariery akademickiej i

rozpoczeta prace w Zaktadzie Teoretycznej Chemii Fizycznej na Wydziale Chemii UG na
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stanowisku asystenta, nastepnie adiunkta, a od 2012 roku pozostaje adiunktem, w utworzonej
Katedrze Biotechnologii Molekularnej Wydziatu Chemii UG.

Przedstawiona mi do oceny dokumentacja obejmuje: autoreferat, odpis dyplomu doktorskiego,
kopie prac wchodzacych w cykl publikacji sktadajacych sie na osiggniecie naukowe, wykaz
publikacji naukowych ze wskazaniem wkiadu wiasnego autorki, odwiadczenia wspétautorow prac,
informacje o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych, wspoétpracy naukowej i popularyzacji

nauki.

Ocena osiagniecia naukowego, stanowiacego podstawe postepowania habilitacyjnego, o

ktérym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy

Na osiagniecie naukowe Pani dr Agnieszki Zylicz-Stachuli pt.: ,Analiza poréwnawcza

endonukleazo-metylotransferaz z rodziny enzymoéw, pochodzgcych z bakterii rodzaju Thermus”
sktada sie jednolity tematycznie cykl 7 oryginalnych artykutdbw naukowych Dotyczy on
nietypowych” enzymodw restrykcyjnych nalezacych do systemoéw restrykcyjno-modyfikacyjnych
Typu Il pochodzacych z bakterii rodzaju Thermus zasiedlajgcych ekstremalne srodowiska. W
odroznieniu od tzw. typowych enzymow Typu |Il, czyli endonukleazy restrykcyjnej i
metylotransferazy DNA, ktore kodowane sa przez dwa geny i funkcjonuja niezaleznie, w modelu
badawczym Habilitantki wystepuje jeden multidomenowy polipeptyd o ztozonej strukturze i
aktywnosciach specyficznej endonukleazo-metylotransferazy rozpoznajgcej niepalindromowe
sekwencje DNA. Uzyskane wyniki dotyczg zarowno badan podstawowych, jak i tych o potencjale
aplikacyjnym. Prace zostaty opublikowane w latach 2011-2015, w recenzowanych czasopismach
(peer review), ktore przeszty proces recenzji z udziatem zwykle dwdchi/trzech niezaleznych
recenzentdéw bedacych specjalistami w danej dziedzinie. Wszyskie czasopisma specjalizujg sie w
dziedzinach biochemii i biologii molekularnej. Dwa z nich nalezg do bardzo dobrych, gérnych 25%
(tzw. Q1) czasopism w tej kategorii: Microbial Cell Factories (IF2014=4,22) oraz BMC Genomics
(IF2014=3,98). Odpowiednio jedna praca pochodzi z czasopisma z grupy Q2 — Biotechniques
(IF2014=2,94); trzy prace z grupy Q3 — BMC Molecular Biology (IF2014=2,19); Molecular Biology
Reports (IF=2,02); jedna z grupy Q4 — BMC Biochemistry (IF2014=1,43).
We wszystkich artykutach naukowych, ktére sktadaja sie na tzw. osiagniecie naukowe, Pani
Agnieszka Zylicz-Stachula jest pierwszym autorem, a w dwu jednoczesnie autorem
korespondencyjnym, w tym w jednej pracy wystepuje dwdch takich autoréw, co nie budzi
watpliwosci o decydujgcym udziale Habilitantki w ich przygotowanie. Publikacje sg wieloautorskie,
dlatego zamieszczono stosowne os$wiadczenia wspotautorow o ich wktadzie w powstanie prac,
ktore potwierdzaja Jej pierwszoplanowa role. Habilitantka réwniez sama precyzyjnie okreslita swoj
udziat, ktory zawiera sie w przedziale 45-60%, co sugeruje, iz odegrata ona wiodacg role w
planowaniu, realizacji, a takze analizie wiekszosci opisywanych eksperymentéw. Brata ona
rowniez aktywny udziat w przygotowaniu manuskryptéw prac, od wersji wstepnych po ostateczne.
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W kilku pracach podkreslita rowniez swoja zasadniczg role w powstawaniu hipotezy badawczej,

koncepgji badan, a takze w kierowaniu lub wspoétkierowaniu projektem badawczym.

Autoreferat jest napisany ciekawie, fragmentami tekst jest wrecz bardzo osobisty. Osiggniecie

naukowe omowione zostato w sposéb bardzo wnikliwy, wiaczajac szczegodtowy opis wszystkich

uzyskanych wynikéw badan oraz trudnosci przy ich powstawaniu. Pani dr Agnieszka Zylicz-

Stachula zajeta sie grupa enzymoéw o aktywnosciach endonukleazo-metylotransferaz izolowanych

z bakterii termofilnych rodzaju Thermus i wykazata tez, ze grupa tych enzymow ma swoje

homologi w bakteriach mezofilnych, ktérych liczba moze wzrasta¢ wraz z pojawianiem sig

sekwencji nowych genoméw w bazach banku genéw. Na podstawie analizy bioinformatyczne
zaproponowata podziat na podrodziny uwzgledniajgcy zroznicowang organizacje domenowg tych

biatek (Zylicz-Stachula, Zotierkiewicz, Lubys, Ramanauskaite, Mitkaite, Bujnicki, Skowron, 2012;

BMC Mol Biol; 13:13). Domeny zlokalizowane na jednym polipeptydzie zwigzane sa z

rozpoznawaniem specyficznej sekwencji DNA przez dwie subdomeny, hydrolizg obu nici DNA w

precyzyjne] odlegtosci od sekwencji specyficznej, metylacig DNA w obrebie sekwenc]i

rozpoznawanej oraz z aktywnoscia helikalna o nieznanej jeszcze funkcji. Prawdopodobnie z

powodu tak skomplikowanej struktury i wielkosci nie udato sie dotad otrzymac krysztatu dla

zadnego z tych termostablinych biatek. Jednakze Habilitankta nie ustaje w probach pokonania tych

problemoéow podejmujgc wspdiprace z prof. dr hab. Mathiasem Bochtlerem. Niewatpliwie praca z

tymi endonukleazo-metylotransferazami jest trudna. Uzywanie systeméw do nadekspresji opartych

na komorkach E. coli (nienaturalnego gospodarza) czesto prowadzi do ujawnienia sie
toksycznego” efektu tych gendw z powodu aktywnosci enzymu restrykcyjnego. Do tej pory wiedza
na temat regulacji tych dwoch aktywnosci enzymatycznych na poziomie ich genéw lub biatek jest
wiasciwie w ogdle nieznana i podejmowana niezmiernie rzadko. Mimo to Habilitantka doskonale
opanowata warsztat pracy z tymi enzymami, wigczajac klonowanie ich gendw, nadprodukcje biatek

w roéznych systemach i optymalizacje ich aktywnosci. Habilitantka uzyskata wiele interesujacych i

cennych wynikéw podczas analizy biochemicznej i strukturalno-funkcjonalnej badanych

termostabilnych biatek, z ktorych wyrozni¢ nalezy:

) opracowanie strategii zwiekszenia poziomu ekspresji genéw kodujacych termostabilne
rekombinowane endonukleazo-metylotransferazy w komoérkach E. coli i ich wydajnego
oczyszczania do homogennosci elektroforetycznej (Zylicz-Stachula, Zolnierkiewicz,
Sliwinska, Jezewska-Frackowiak, Skowron, 2014; Microb Cell Fact, 13:7).

ii) weryfikacje sekwencji kanonicznej rozpoznawanej przez endonukleazo-metylotransferaze
Taqll, ktorej przez wiele lat przypisywano rozpoznawanie dwoch sekwencji DNA. Na
przyktadzie rekombinowanego warianta Habilitantka udowodnita, ze obecna jest aktywnosc
wobec tylko jednej sekwencji rozpoznawanej (Zylicz-Stachula, Zolnierkiewicz, Sliwinska,
Jezewska-Frackowiak, Skowron, 2011; BMC Biochemistry, 12:62).



ii)

Postawita hipoteze o mozliwej obecnosci w komorkach Thermus innego genu kodujgcego
enzym o innej aktywnosci, co ostatnio zostato potwierdzone. Habilitantka w materiatach
konferencyjnych (poza ocenianym materiatem sktadajgcym sie na tzw. ,osiggniecie
naukowe”) podaje, iz wykazata, ze Thermus aquaticus YT-1 posiada trzeci enzym
RM.Tagqlll, o niemal identycznej masie, ktory wspotoczyszczat sig z RM.Tagll, powodujgc
otrzymanie mieszane]j aktywnosci. Mysle, ze Habilitantka moze ostatecznie potwierdzié
swoja hipoteze za pomocag technologii SMRT (single molecule real time SMRT
sequencing), obecnie czesto wykorzystywanej w badaniach epigenetycznych, gdzie w
trakcie sekwencjonowania genomowego DNA s3 wykrywane zmetylowane cytozyny i
adeniny. Z reguty wzory metylacji w genomie (metylom) mozna tatwo powiazaé z

obecnoscig genéw metylotransferaz o charakterystycznych motywach.

opracowanie metod inzynierowania endonukleazo-metylotransferaz opartych o ich analize
strukturalna, w kierunku uniwersalnego otrzymywania ich wariantéw o zmienionych
wiasciwoséciach poprzez mutageneze ukierunkowang w obrebie motywu NPPY
zaangazowanego w aktywno$¢ metylujgcg. Otrzymano warianty o ciekawych
wtasciwosciach innych niz natywny enzym, np. uzyskano eliminacje aktywnosci nukleazy,
badz metylazy, ktére moga by¢ reaktywowane pod wptywem sinefunginy (Zylicz-Stachula,
Jezewska-Frackowiak, Skowron, 2014; Mol Biol Rep; 41(4):2313-23 oraz Zylicz-Stachula,
Zebrowska, Czajkowska, Wrese, Sulecka, Skowron, 2016; Mol Biol Rep. Apr;43(4):269-82).

opracowanie warunkoéw, w ktérych pewne czynniki chemiczne, takie jak: S-adenozylo-L-
metionina, sinefungina, czy dimetylosulfotienek wptywajg na modulacjg aktywnosci
enzymow, poprzez tzw. rozluznienie sekwencji specyficznej, ktére polega na rozszerzonym
rozpoznawaniu sekwencji DNA, tzn. roznigcej sie o jeden, badz wiecej nukleotyd od
sekwencji tzw. kanonicznej. W efekcie wariant takiego enzymu czescie] degraduje
genomowy DNA niz typ dziki. Mozna tym sposobem znacznie zwigkszyC repertuar
rozpoznawanej sekwencji DNA, zwtaszcza kiedy uzyje sie warianta takiego enzymu z
substytucjg aminokwasu w kierunku wydajniejszej aktywnoéci restrykcyjnej w kombinacji z
warunkami  temperaturowymi  oraz  czynnikami  chemicznymi (Zylicz-Stachula,
Zolnierkiewicz, Jasiecki, Skowron, BMC Genomics, 2013; Jun 1;14:370 oraz Zylicz-
Stachula, Zotnierkiewicz O, Jezewska-Frackowiak J, Skowron, 2011; Biotechniques.
Jun;50(6):397-406). Enzymy fragmentujgce DNA wykorzystywane moga by¢ do tworzenia

wszelkich bibliotek genomowych, czy metagenomowych.

Podsumowujac, recenzowane osiggniecie naukowe (sumaryczny IF=19,763; 200 pki.

MNiISW) pozwala ocenié¢ dr Agnieszke Zylicz-Stachule jako dojrzata, samodzielng badaczke, ktorej

prace stanowig znaczacy i spojny wktad w pogtebienie wiedzy na temat wtasciwosci nietypowych
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systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych funkcjonujacych w bakteriach termofilnych. Co wigcej, ma
ona bardzo konkretne plany na kontynuacje swoich badan, ktére zamierza poszerzy¢ w aspekcie
badania biologii tych systemow, regulacji aktywnosci ich enzymow oraz uzycia rekombinowanych

enzymow jako nowych narzedzi molekularnych.
Ocena pozostatych osiagnie¢ naukowych i aktywnosci naukowej Habilitantki

Poza tzw. osiggnieciem naukowym opisanym wyzej, Pani dr Agnieszka Zylicz-Stachula jest

wspotautorka 12 artukutéw naukowych z listy Journal Citation Reports, z ktérych 10 ukazato si¢ po
obronie pracy doktorskiej. Pie¢ z tych prac dotyczy tematyki badan prowadzonych w zespole prof.
dr hab. Janusza Raka nad rolg radio- i fotosensybilizatorbw DNA w procesie uwrazliwiania
komorek pod wptywem réznego rodzaju promieniowania. Pozostate prace zwigzane sg z gtownym
nurtem zainteresowan Habilitantki. Jednakze, wktad wtasny w siedem z tych prac zostat oceniony
jedynie na 15% lub mniej. W mojej opini jest to typowe dla relatywnie duzych, dynamicznych
zespotow badawczych, pracujacych na tym samym projekcie, gdzie publikacje majg szesciu i
wiece] autoréw. Na catkowity dorobek naukowy Habilitantki sktadajg sie publikacje cytowane
ponad 100 razy (na dzien 1.06.2016), w tym 28 razy bez autocytowan, w czasopismach o tgcznym
wspoétczynniku oddziatywarn ponad 60. Niska liczbe cytowan moze powodowac dos¢ waska
specjalizacjg badan Habilitantki. Ponadto, jest tez ona autorkg i wspdtautorkg licznych doniesien
konferencyjnych: 13 krajowych i 28 miedzynarodowych, a takze referatdbw. Na uwage zastuguje
rowniez fakt, ze Pani dr Agnieszka Zylicz-Stachula pracujac wiele lat w zespole prof. dr hab. Piotra
Skowrona, ktéry w swoich badaniach stawia nacisk na aplikacyjnos¢, brata udziat w jego
projektach komercyjnych o znaczeniu przemystowym, zakonczonych réwniez zgtoszeniem
patentowym. Brata udziat jako wykonawca w czterach grantach badawczo-rozwojowych (NCBIR,
Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka) oraz w trzech o charakterze nauk podstawowych
(NCN, MNiSW). Tematyka tych projektow znacznie rozni sie od projektow gtownego nurtu
zainteresowan Habilitantki, co $wiadczy o Jej ,elastycznosci” i otwartosci naukowej. W ramach
swojej aktywnosci naukowej wykonata, tez szereg ekspertyz zamawianych przez firmy
biotechnologiczne. Byta tez dwukrotnie uhonorowana nagroda zespotowg Rektora UG jako
wspotautor cyklu publikacji naukowych, w 2012 i 2014 roku.
W ramach swojej aktywnosci naukowej Pani dr Agnieszka Zylicz-Stachula ma udokumentowany
przejaw wspotpracy miedzynarodowej z grupg badawcza prof. Arvidasa Lubysa z Thermo Fisher
Scientific (Litwa). Wspomina rowniez o rozpoczetym projekcie sekwencjonowania genomu
Thermus sp. YT-1 we wspdipracy z New England Biolabs, USA. Natomiast nie odbyta ona
diuzszych stazy naukowych w zagranicznych osrodkach naukowych, wykonata jedynie kilka
praktyk krotkoterminowych i szkolen.

Z obowiazku recenzenta musze tez wskazal najstabsze strony aktywnosci naukowe;
Habilitantki. Nie moze ona wykaza¢ sie powotaniem jako ‘recenzent projektow
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krajowych/miedzynarodowych lub recenzowaniem artykutdw naukowych w dobrych czasopismach.
Zazwyczaj takie powotania sg dowodem na odczuwalng pozycje w érodow‘isku naukowym.
Recenzowata jedynie dwa razy dla Acta Biochemica Polonica oraz Journal of Biotechnology and
Biomaterials. Nie udato Jej sie réwniez, jak dotad zdoby¢ samodzielnie funduszy na badania ze
zrodet zewnetrznych, poza Uniwersytetem Gdanskim, czego sama Habilitantka jest swiadoma,
wskazujgc na szereg prob sktadania aplikacji grantowych do NCN i FNP. Nalezy to bardzo docenic¢
i mieé nadzieje, ze wytrwatos¢ i zdobywane doswiadczenie w przygotowywaniu tych i Kolejnych

projektéw zaowocujg w przysztoSci.
Ocena dorobku dydaktycznego i popularyzatorskiego

Pani dr Agnieszka Zylicz-Stachula ma duze do$wiadczenie dydaktyczne. Jako pracownik
naukowo-dydaktyczny prowadzita, badz wcigz prowadzi liczne wykfady dla studentéw chemii
studiéw | i Il stopnia oraz dla doktorantdw, takie jak: Wspétczesne metody stosowane w
diagnostyce medycznej i biotechnologii; Biotechnologia w ochronie srodowiska i zdrowia
cztowieka; Podstawy genetyki molekularnej i inzynierii genetycznej; Podstawy biologii i patologii
komorki eukariotycznej; Podstawy biologii komorki eukariotycznej; czy Genetyka molekularna.
Habilitantka nie podata wprawdzie swojego udziatu godzinowego w tych zajeciach, ale i tak liczba
prowadzonych wyktaddéw na tym etapie rozwoju zawodowego jest bardzo duza. Do tego prowadzi
tez seminaria, Cwiczenia laboratoryjne oraz opiekuje sie studentami w ramach pracowni
dyplomowych i specjalizacyjnych. Byta do tej pory promotorem 7 prac magisterskich, opiekunem
naukowym 4 prac magisterskich i 6 prac licencjackich. Co wazne, opiekuje sie obecnie 6
projektami doktorskimi, natomiast formalnie wystepowata w funkcji promotora pomocniczego
jednego zakonczonego przewodu doktorskiego. Jako recenzent nie mam watpliwosci, ze po
udanym zakonczeniu postepowania habilitacyjnego, w niektérych przewodach doktorskich Pani dr
Zylicz-Stachula moze formalnie sta¢ sie samodzielnym promotorem rozprawy doktorskiej.
Habilitantka réwniez aktywnie uczestniczyta w imprezach promujgcych Wydziat Chemii UG oraz
wykazata sig zdolnosciami organizacyjnymi wspottworzac laboratoria badawcze dla Pracowni
Biotechnologii Molekularnej, czy Teoretycznej Chemii Fizycznej UG. Byta tez wspotautorem
skryptu dla studentéw w ramach projektu ,Ksztatcenie kadr dla innowacyjnej Gospodarki opartej na

wiedzy w zakresie agrochemii, chemii i ochrony $rodowiska (Inno-AgroChemOs)
Whniosek koncowy

W podsumowaniu catoksztattu dziatalnosci naukowej, dydaktycznej, popularyzatorskiej,
organizacyjnej oraz na polu wspdipracy miedzynarodowe] Pani dr Agnieszki Zylicz-Stachuli,
stwierdzam, ze w moim przekonaniu spetnia wymagania stawiane kandydatom do stopnia doktora
habilitowanego. Jej dorobek naukowy jest wartosciowy, nie tylko w aspekcie poznawczym, ale tez
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aplikacyjnym. Potwierdza Jej wysokie kompetencje oraz dojrzatos¢ naukows,, Bardzo wysoko

oceniam tez Jej zaangazowanie w proces dydaktyczny, popularyzatorski i organizacyjny.

Wyrazam przekonanie, ze Pani dr Agnieszka Zylicz-Stachula spetnia wszystkie wymogi
kwalifikacyjne stawiane kandydatom do stopnia doktora habilitowanego zgodnie z
warunkami okreslonymi w aktualnie obowiazujacej Ustawie o Tytule Naukowym i Stopniach
Naukowych (Dz.U.Nr 65, poz.595, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym popieram
wniosek o nadanie Jej stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk biologicznych, w
dyscyplinie biologia.
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