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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudii Marlickiej

"Fuzyjne polimerazy do amplifikacji izotermicznej kwaséw nukleinowych"

Techniki rekombinacyjne DNA sg podstawg rozwoju wspotczesnej biotechnologii.
Otrzymane takimi metodami biatka o ulepszonych lub nowych wtasciwosciach sg odpowiedzia
na potrzeby przemystu, diagnostyki lub medycyny. Jednym z narzedzi uzywanych celem
otrzymania takich polipeptydéw jest zastosowanie konstruktéw fuzyjnych. Pozyskane tg droga
czagsteczki zawierajgce dwa lub wiecej elementow potaczonych specyficznymi tacznikami. Takie
biatka wykazujg czesto nieoczywiste cechy, niebedgce prosta suma wtasnosci budujacych je
domen. Mozliwos$é budowy nowych biatek sktadajgcych sie z polipeptyddéw uzyskanych z ré6znych
organizmow w tym zyjacych w ekstremalnych warunkach s$rodowiskowych daje prawie
nieograniczone mozliwosci kombinacji elementéw sktadowych. Jednag z najlepszych metod
identyfikacji materiatu genetycznego w probkach biologicznych jest polimerazowa reakcja
tancuchowa (PCR) lub jej pochodne (gPCR, RT-PCR). Klasycznie ta metoda wymaga
odpowiedniej, precyzyjnej aparatury, co limituje jej zastosowanie w warunkach terenowych.
Alternatywa dla klasycznej reakcji PCR jest amplifikacja izotermiczna, ktérg mozna wykonac
praktycznie bez skomplikowanej aparatury. Powielanie kwaséw nukleinowych za pomocg PCR
jak i metodach izotermicznych jest wrazliwe na zanieczyszczenia wystepujace
w materiale biologicznym. Z tego powodu poszukuje sie nowych ulepszonych enzyméw do
amplifikacji DNA.

Wyniki przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Klaudii Marlickiej pt.:
»Fuzyjne polimerazy do amplifikacji izotermicznej kwaséw nukleinowych” sg odpowiedzig na
potrzebe opracowania nowych polimeraz do amplifikacji izotermicznej kwaséw nukleinowych.
Badania prowadzone przez doktorantke zostaty przeprowadzone w Katedrze Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych i Kosmetykéw Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej pod
opieka doswiadczonego w zakresie konstruowania nowych biatek naukowca, dr. hab. inz.
Marcina Olszewskiego, prof. PW.

Przedstawiona do recenzji praca jest obszerna, liczy az 199 stron. Objetos¢ pracy w gtéwnej
mierze wynika z ilosci doswiadczen, ktére wykonata i opisata w rozprawie doktorantka.
Dysertacja jest podzielona w tradycyjny sposdéb na rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody,
Wyniki, Wnioski i dyskusja oraz Bibliografia. Ponadto praca zawiera: Streszczenia w jezyku
polskim oraz angielskim, Podsumowanie, Wykaz skrotéw, Spis rysunkoéw, tabel oraz Zataczniki.




Uktad pracy jest logiczny i dobrze prowadzi czytelnika przez rozprawe. Bibliografia liczy 165
pozycji. W zdecydowanej wiekszosci autorka rozprawy cytuje prace opublikowane po roku 2000.
Cytowania sg adekwatne do tresci pracy.

Rozdziat Wstep jest napisany bardzo dobrze. Autorka pracy wprowadza czytelnika
w zagadnienia zwigzane z swoimi badaniami rozpoczynajgc od opisu generalnej charakterystyki
polimeraz DNA omawiajgc ich budowe i aktywnos¢ katalityczng. Nastepnie doktorantka
przedstawia polimeraze | DNA z Bacillus subtilis, (polimeraza Bsu) oraz polimeraze Phi29
z bakteriofaga ®29, ktére sg elementami otrzymanych w pracy konstruktéw. Poniewaz celem
badan jest otrzymanie nowych polimeraz do amplifikacji izotermicznej, w logiczny sposdéb, Pani
mgr. inz. Klaudia Marlicka przechodzi do opisu procesu powielania DNA. Autorka opisuje
polimerazowag reakcje tancuchowa, jej modyfikacje oraz problemy zwigzane z wptywem
zanieczyszczen na amplifikacje DNA. W dalszej czesci rozdziatu Wstep znajduje sie szeroki opis
izotermicznych metod amplifikacji kwaséw nukleinowych. Doktorantka przybliza czytelnikowi
metody, ktére bedzie uzywata w pracy raz biatka planowane do wykorzystania w konstruktach
fuzyjnych. Koncowe czesci wstepu zajmuje opis polimeraz fuzyjnych z naciskiem na poprawe
parametréw pracy takich czgsteczek. Rozdziat bardzo dobrze wspoétgra z pozostatymi czesciami
pracy i jest w nalezyty sposdb wzbogacony o ilustracje.

Cel pracy jest dobrze zdefiniowany. Odpowiada na realng potrzebe opracowania nowych
wydajnych i odpornych na inhibitory polimeraz do reakcji izotermicznych. Przedstawione
w rozprawie badania sg zgodne z celem oraz tytutem pracy.

Metodyka jest dobrze dobrana do zaplanowanych badan, Doktorantka bardzo dobrze
porusza sie w swoim warsztacie badawczym. Problemy napotkane w trakcie realizacji pracy
wynikaja raczej ze skomplikowanej natury uktadéw biologicznych a nie btedéw warsztatowych.
Opis metod badawczych jest szczegétowy i zasadniczo umozliwia odtworzenie
przeprowadzonych prac lub wykonanie podobnych badan z uzyciem analogicznych czgsteczek.
Doktorantka uzyta szeroki wachlarz metod w swojej pracy: izolacje, trawienie, klonowanie DNA,
izolacja RNA, transformacja i hodowle bakterii, nadprodukcja biatek w systemach bakteryjnych,
techniki chromatograficzne, analiza aktywnosci enzymatycznej, badanie oddziatywania
biatko:DNA, amplifikacja izotermiczna DNA.

Do najwazniejszych wynikéw przedstawionych w pracy Pani mgr. inz. Klaudii Marlickiej
zaliczam:

Zaprojektowanie oraz otrzymanie 28 konstruktéw genetycznych polimeraz Bsu, Phi29 i biatka
wigzgcego DNA - Gp32 oraz konstruktéw fuzyjnych zawierajgcych kombinacje: Bsu lub Phi29
wraz biatkami wigzacymi DNA: Gp32, NeqSSB Neq150 potgczonych odpowiednimi linkerami
z/lub bez metki His-taq. Poprawnosé¢ otrzymanych konstruktéw zostata zweryfikowana
elektroforetycznie oraz poprzez sekwencjonowanie.

Nadprodukcje oraz oczyszczanie zaprojektowanych konstruktéw w systemach bakteryjnych.
W pierwszej kolejnosci doktorantka optymalizowata proces produkcji biatek uzywajac réznych
szczepow oraz warunkéw hodowli a nastepnie oczyscita z uzyciem roéznych ztozy
chromatograficznych 25 z zaprojektowanych biatek. Czysto$¢ preparatéw zostata zweryfikowana
pod katem zanieczyszczen biatkowych oraz kwasami nukleinowymi.



Wyznaczenie jednostek aktywnosci otrzymanych polimeraz. Dla kazdego z otrzymanych
preparatéw doktorantka przeprowadzita fluorymetryczny test aktywnosci polimerazowej celem
oznaczenia ilo$¢ jednostek aktywnosci w 1 pl preparatu biatkowego. Pomiary wymagaty
optymalizacji celem poprawnego wyznaczenia aktynowosci biatek. Powodzeniem zakonczyty sie
badania dla 12 biatek na bazie polimerazy Bsu. Niestety konstrukty oparte o polimeraze Phi29
byty nieaktywne enzymatycznie.

Okreslenie czy otrzymane konstrukty polimeraz wigzg sie do kwaséw nukleinowych. Za
pomocg za pomocg EMSA autorka pracy przeanalizowata powinowactwo otrzymanych
pochodnych polimerazy Bsu co pozwolito na wytypowanie zestawien modyfikacji
poprawiajgcych wigzanie do kwaséw nukleinowych.

Zweryfikowanie wptywu partneréw fuzyjnych polimerazy Bsu na efektywnosé amplifikacji
izotermicznej a takze na stabilno$¢ i odpornos$é na inhibitory polimeryzacji. W pierwszej
kolejnosci doktorantka przeprowadzita optymalizacje warunkéw reakcji enzymatycznej dla
wszystkich konstruktéw a nastepnie przeprowadzita szerokg analize wptywu temperatury na
przebieg reakcji amplifikacji DNA oraz na aktywnos$¢ polimerazy. W kolejnej serii doswiadczen
autorka rozprawy sprawdzita tolerancje polimeraz na obecnos$¢ czterech réznych inhibitoréw
W mieszaninie reakcyjnej.

Rozdziat Wnioski i dyskusja stanowi bardzo dobry komentarz Pani mgr. inz. Klaudii Marlickiej
do wynikéw otrzymanych w trakcie realizacji pracy. Doktorantka wykazuje praktyczng
uzyteczno$é zastosowania biatek fuzyjnych w gospodarce oraz badaniach naukowych i w tym
kontekscie wykazuje waznos$¢ zaplanowanych przez siebie badan oraz potencjalne zastosowania
otrzymanych przez siebie fuzyjnych polimeraz. Autorka pracy krytycznie komentuje otrzymane
prze siebie wyniki, odnoszac je do odpowiednich pozycji literaturowych. Dyskusja jest na
odpowiednim poziomie szczegdtowosci, co odzwierciedla dobrg znajomos¢ tematu oraz
dojrzatos¢ naukowsa doktorantki.

W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi sie kilka uwag oraz pytan:

W tabeli 3 (polimeraza Tzi) mozna znalez¢ okreslenie: ,Zwiekszona produktywnosé,
wydajnosc¢ i procesywnosé” natomiast na stronie 38 w kontekscie polimeraz fuzyjnych znajduje
sie okreslenie o poprawie ich procesywnosci i efektywnosci. Prosze o wyjasnienie tych termindw.

Na stronie 57 znajduja sie informacje o schematach koloréw, wsréd nich - ,,Zielony — gen
polimerazy Bsu” czy chodzi o gen czy wytacznie sekwencje kodujaca polimerazy? Podobnie tytut
rozdziatu 5.1.2 wskazuje na klonowanie gendw, chodzi o klonowanie gendw czy sekwencji
kodujacych?

Na stronie 102 pojawia sie informacja o biatku W9, na stronie 113 o biatku W2, w pracy nie
wyjasniono ktdre to biatka. Na stronie 22 pojawia sie informacja, ze Val250 jest enzymem.

We wzorze na stronie 72 jest molowy czy wtasciwy spoétczynniki ekstynkcji, dlaczego w
mianowniku jest 27?

W metodach: 4.2.1, 2.6.2 i 4.8.2 nie podano ilosci dodawanego bromku etydyny lub
barwnikaMidori Green Xtra.



Wsréd znacznikéw utatwiajgcych rozpuszczalnosé, oczyszczanie lub immobilizacje pojawita
sie biotyna, chyba chodzito o avitaq lub steptaq (Strona 155).

Na stronie 99 pojawia sie zdanie: "Wolny przeptyw zwieksza czas kontaktu biatka ze ztozem,
dzieki czemu oczyszczane biatko moze silniej z nim oddziatywaé”. Szybkos$¢ przeptywu ma raczej
wptyw na penetracje ztoza i ilo$¢ zwigzanych czasteczek, a nie site wigzania.

Dlaczego ,,Kluczowe do poprawnego zajscia reakcji byto dodanie octanu magnezu na sam
koniec, tuz przed inkubacja.” (Strona 72)?

Czy byto konieczne oczyszczanie biata GH na ztozu ssDNA-celuloza (rys. 31)? Preparat
wydaje sie wystarczajgco czysty (rys. 30).

Czy wyjatkowo niska aktywnos¢ BLNssgH (tab. 18) moze wynika¢ ze stopnia degradacji lub
rozwiniecia biatka (biatko to otrzymano w relatywnie niskim stezeniu), co przektada sie na wyniki
kolejnych pomiaréw.

Na rysunkach 34-36 na wykresach ,,Pionowa linig przerywang zaznaczono czas dla ktérego
wyznaczano aktywnos$¢”. Jak dobierano ten czas, w niektérych przypadkach wydaje sie bardzo
krétki w stosunku do fragmentu krzywej, gdzie obserwuje sie liniowy przebieg reakciji.

Dlaczego w przypadku testow wigzania ssDNA wybrano politymidyne, a czy dla innych
oligonukleotydéw mozna spodziewa¢ sie podobnych wynikéw?

W jaki sposdb wyznaczono wartosci liczbowe dla eksperymentdw opdznienia migracji w zelu
(tab. 19)?

W zatgczniku powinna znalez¢ sie tabela z temperaturami przytgczania dla poszczegélnych
starterow.

Praca nie stracitaby na wartosci, gdyby czes¢ figur znalazta sie jako zatgcznik, a w rozdziale
Wyniki zostaty tylko reprezentatywne pomiary oraz podsumowujgce je tabele.

We Wstepie oraz Celu pracy znalazty sie pomytki redakcyjne w zdaniach: ,,Wiekszo$¢ genowe

dla biatek fuzyjnych....”, ,Dzieki analizie wtasciwosci uzyskanych polimeraz fuzyjnych....”

Czy multiplikowanie ilosci domen oddziatujgcych z kwasami nukleinowymi w konstruktach
fuzyjnych polimeraz mogtoby poprawié¢ ich parametry?

Pochodne polimerazy Phi29 nie wykazywaty aktywnosci biologicznej. Przyczyng moga by¢
zawady sterycze lub nieprawidtowe zwiniecie biatka. Czy byty proby modelowania struktury?
Jakimi metodami mozna zbadaé, czy biatko jest natywne? Jakie alternatywne metody zwijania
biatka mozna uzy¢ w celu otrzymania natywnego preparatu?

Podsumowujac, badania przeprowadzone przez Panig mgr. inz. Klaudie Marlickg dostarczajg
wielu wartosciowych wynikéw o duzym potencjale aplikacyjnym. Doktorantka jest wspétautorem
dwéch zgtoszen patentowych, a opracowane w ramach realizacji pracy fuzyjne polimerazy maja
potencjat komercyjny. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, prezentuje ogdélng wiedze teoretycznag kandydatki w dyscyplinie Biotechnologia oraz
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej ,Fuzyjne polimerazy do
amplifikacji izotermicznej kwaséw nukleinowych” jest wysoka, a rozprawa spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(t.j. Dz. U. 22024 r. poz. 1571). Wnosze o dopuszczenie Pani mgr inz. Klaudii Marlickiej przez Rade
Dyscypliny Biotechnologia Politechniki Warszawskiej do dalszych etapow przewodu



doktorskiego. Jednoczesnie, majgc na uwadze olbrzymia ilo§¢ wykonanej pracy oraz poziom
przedstawionej rozprawy wnosze o wyrdznienie pracy doktorskiej stosownag nagroda.
Uzasadnienie przyznania wyrdznienia rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Klaudii Marlickiej
przedstawiam w odrebnym wniosku.
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