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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Klaudii Marlickiej pt. ,,Fuzyjne polimerazy

do amplifikacji izotermicznej kwasow nukleinowych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Klaudii Marlickiej
pt. ,Fuzyjne polimerazy do amplifikacji izotermicznej kwasoéw nukleinowych” zostata
przygotowana pod kierunkiem Pana dr hab. Marcina Olszewskiego, prof. PW oraz Pani

dr Katarzyny Szymanskiej petnigcej role promotora pomocniczego.

Praca byta czesciowo realizowana w ramach projektu ,Rozwéj nowoczesnej
diagnostyki zakazen na bazie elektrochemicznych macierzy czujnikowych jako
elementow  detekcyjnych  przenosnych, niskokosztowych urzadzen POC
dedykowanych szybkim i wiarygodnym analizom genetycznym” finansowanego przez
Agencje Badan Medycznych na podstawie umowy o objecie Przedsiewziecia
wsparciem nr 2024/ABM/03/KPO/ KPOD.07.07-IW.07-0081/24-00 w ramach
Krajowego Planu Odbudowy i Zwiekszania Odpornosci, Komponent D Efektywnosg,
dostepnosc i jakos¢ systemu ochrony zdrowia, Inwestycja D3.1.1 Kompleksowy rozwgj

badan w zakresie nauk medycznych i nauk o zdrowiu.

Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej dotyczy zaprojektowania oraz
charakterystyki fuzyjnych wariantéw polimeraz DNA o ulepszonych wtasciwosciach do
zastosowan w izotermicznej amplifikacji DNA. Niniejsza rozprawa doktorska stanowi
rozszerzenie wiedzy na temat fuzji polimeraz DNA oraz ich zastosowania w
izotermicznej amplifikacji DNA. Intensywny rozwéj metod molekularnych spowodowat
wzrost zapotrzebowania na ulepszone polimerazy DNA. Metoda PCR, ktora polega na

powieleniu fragmentu DNA z zastosowaniem polimerazy DNA stanowi podstawe
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diagnostyki molekularnej wielu choréb, w tym zakaznych i nowotworowych. Coraz
powszechniejsze zastosowanie technik molekularnych zaréwno w medycynie jak i w
innych dziedzinach sprawia, Zze istnieje koniecznoS¢ opracowania nowych
ulepszonych polimeraz, ktore umozliwig powielenie materialu genetycznego w

warunkach izotermicznych.

W zwigzku z powyzszym temat podjety przez Doktorantke uwazam za wybitnie
interesujgcy i istotny dla uzyskania wysokowydajnych polimeraz DNA do zastosowania
powielanie materialu genetycznego bez uzycia termocyklera. Wyniki uzyskane w
ramach pracy doktorskiej mojg charakter praktyczny i mogg przyczynic¢ sie do postepu

w diagnostyce molekularnej.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu liczgcego
199 stron. Praca ma typowy uktad stosowany w rozprawach doktorskich z podziatem
na nastepujgce rozdziaty: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy,
materiaty, metody, wyniki, wnioski i dyskusja, podsumowanie, wykaz skrétéw, spis
rysunkow, spis tabel, zatgczniki (m.in. sekwencje aminokwasowe polimerazy Bsu i
polimerazy Phi29) oraz bibliografia. Praca doktorska zawiera 69 rysunkoéw oraz 23
tabele, w wiekszosci obrazujgcych uzyskane wyniki, co pozwala na dokfadne
przesledzenie i analize wszystkich wynikéw. Bibliografia pracy obejmuje 165 pozyciji
literaturowych gtéwnie anglojezycznych pochodzgcych z ostatnich kilku lat. Praca
zostata starannie przygotowana pod wzgledem graficznym, bardzo dobrze
zredagowana oraz poprawnie napisana pod wzgledem jezykowym. W tym miejscu
nalezy jednak wskazac, ze w Streszczeniu w jezyku polskim na stronie 7 nastepujgce
zdanie cyt.: ,Wiekszo$¢ genowe dla biatek fuzyjnych otrzymano z wykorzystaniem
klonowania metodg Gibsona” nie jest jasne. Ponadto, nie podano ttumaczenia w
jezyku polskim skrétu pozywki ,SOC” oraz nie podano w ogole co oznacza skrét , TAE”,
ani w wykazie skrétéw, ani w tekscie. Jednakze, takie drobne btedy czy niescistosci
nie zmniejszajg wysokiego poziomu merytorycznego przedstawionej do oceny pracy

doktorskiej.

Cata rozprawa doktorska napisana jest w zwartym i syntetycznym stylu. Wstep
stanowi doktadng analize aktualnego stanu wiedzy na temat podjetego problemu
badawczego uzasadniajgc celowos¢ prowadzonych badan. Wstep jest podzielony na
4 podrozdziaty, w ktérych przedstawiono charakterystyke polimeraz, opis metod



stuzgcych do amplifikacji DNA, opis biatek wigzacych kwasy nukleinowe oraz

charakterystyke fuzyjnych polimeraz DNA.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie, otrzymanie i
przebadanie nowych fuzyjnych polimeraz do amplifikacji izotermicznej kwasow
nukleinowych. Fuzje sktadaty sie z polimerazy Bsu z Bacillus subtilis lub polimerazy
Phi29 z bakteriofaga ®29 oraz biatek wigzgcych kwasy nukleinowe — gp32, NeqSSB
oraz Neq150. Cele pracy zostaty precyzyjnie przedstawione i poprawnos¢ ich
sformutowania nie budzi watpliwosci. Przestawiono réwniez 5 celéw szczegdtowych tj.
1. Zaprojektowanie i otrzymanie konstruktéw genowych kodujgcych biatka fuzyjne oraz
referencyjne; 2. Optymalizacja procesu otrzymywania i oczyszczania polimeraz DNA;
3. Wyznaczenie aktywnosci enzyméw fuzyjnych; 4. Optymalizacja amplifikaciji
izotermicznej DNA; 5. Zbadanie wiasciwosci otrzymanych polimeraz DNA. Wszystkie
etapy badawcze zostaty prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane w kontekscie
spetnienia zatozonych celdéw pracy doktorskiej. W pracy wyszczegdlniono doktadnie
zastosowang aparature i materialy zuzywalne oraz zastosowane odczynniki
chemiczne, enzymy i biatka, plazmidy, markery wielkosci, szczepy bakteryjne i
drozdzowe, komercyjne zestawy odczynnikoéw, podano skfad roztwordw i buforéw oraz
pozywek, a takze zestawienie starterow uzywanych w metodzie klonowania Gibsona,
zestawienie starterow uzywanych do wyznaczania wiasciwosci polimeraz i

wykorzystywane bazy danych i narzedzia bioinformatyczne.

Dobér metod badawczych zostat przeprowadzony w prawidiowy sposob.
Wszystkie etapy badawcze zostaty prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane. Cele
badawcze pracy realizowano przy uzyciu dwoch reakcji i odpowiednich enzymaow tj.:
reakcji RPA (ang. Recombinase Polymerase Ampilification) z polimerazg Bsu z Bacillus
subtilis oraz reakcji amplifikacji toczacego sie kota (ang. Rolling Circle Amplification,
RCA) z polimerazg Phi29 z faga ®©29. Do stworzenia fuzyjnych polimeraz zastosowano
trzy biatka wigzgce DNA: gp32 z faga T4 oraz pochodzgce z Nanoarchaeum equitans
NegqSBB i Neq150. Wiekszos¢ genetycznych konstruktéw dla biatek fuzyjnych
uzyskano metodg klonowania Gibsona. Biatka nadprodukowano w bakteryjnym
systemie ekspresyjnym z uzyciem E. coli i oczyszczono za pomocg chromatografii
jonowymiennej, chromatografii metalopowinowactwa, chromatografii grawitacyjnej na
ztozu ssDNA-celuloza. Nastepnie okreslono poziom zanieczyszczenia preparatow
biatkowych kwasami nukleinowymi. W kolejnych etapach oceniono wifasciwosci
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uzyskanych polimeraz DNA, wyznaczano jednostki aktywnosci polimeraz DNA,
wyznaczono zdolnos¢ wigzania réznych form kwaséw nukleinowych przez polimerazy
DNA, dokonano optymalizacji warunkéw prowadzenia izotermicznej amplifikacji DNA
opartej o biatko gp32, zbadano wptyw temperatury na wtasciwosci polimeraz DNA oraz
zbadano tolerancje polimeraz DNA na obecnos¢ inhibitorow amplifikacji w mieszaninie
reakcyjnej. Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki zostaty zaprezentowane w

uporzgdkowany sposob.

Jedyne zastrzezenie w tym miejscu budzi fakt, ze w rozdziale ,Metody” w
podrozdziatach: 4.6.2., 4.7.2, 4.8.1, 4.8.2 nie podano numerow zdje¢ wynikdw

elektroforetycznych; co utatwitoby Sledzenie i analize uzyskanych wynikow.

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata, ze: 1) przyjety sposob otrzymywania
biatek Phi29 jest nieskuteczny i nalezy go zmodyfikowaé; 2) dotgczenie partnera
fuzyjnego do polimerazy Bsu umozliwia przeprowadzenie reakcji amplifikacji
izotermicznej DNA opartej o biatko gp32, ktorej nie przeprowadza enzym
niezmodyfikowany; 3) biatko NeqSSB jako partner fuzyjny nie wptywa lub wptywa
negatywnie na wiasciwosci i aktywnos¢ polimerazy Bsu; 4) biatko gp32 jako partner
fuzyjny zwieksza tolerancje polimerazy Bsu na obecnos¢ inhibitoréw; 5) biatko Neq150
jako partner fuzyjny zwieksza efektywnos$é polimerazy Bsu i Bsu large; 6) biatko
Neq150 jako partner fuzyjny zwieksza stabilnos¢ w 55°C polimerazy Bsu large; 7) fuzja
polimerazy Bsu z biatkiem Neq150 spowodowata utrate aktywnosci podczas

przechowywania.

Dyskusja jest napisana w sposob rzeczowy i wnikliwy. Wyniki uzyskane w
ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty skonfrontowane z najnowszymi wynikami
opublikowanych badan o podobnej tematyce. Dyskusja w petni ukazuje bardzo dobre
zorientowanie Doktorantki w aktualnej literaturze dotyczgcej problemu badawczego.
W Dyskusji wskazano na mozliwos¢ praktycznego zastosowania otrzymanych
polimeraz w reakcji RPA. Doktorantka odnosi sie do mozliwosci praktycznego
zastosowania otrzymanych polimeraz gtéwnie w diagnostyce chorob zakaznych i

badaniach archeologicznych.

W tym miejscu nasuwa mi sie pytanie do Doktorantki o wskazanie zastosowania

otrzymanych polimeraz w diagnostyce molekularnej choréb nowotworowych, gdzie do



analiz uzywa sie trudne matryce tj. tkanki nowotworowe utrwalone w formalinie i

zatopione w parafinie.

Uzyskane w pracy wyniki sg niezwykle istotne z punktu widzenia poznawczego
i aplikacyjnego; stanowig istotny wktad w dotychczasowg wiedze naukowg dotyczgca

opracowania enzymow do szybkiej diagnostyki genetycznej.
Whioski koncowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
teoretyczne Doktorantki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego. Wysoko
oceniam wartos¢ naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje ogromng wiedze
teoretyczng Doktorantki we wskazanej dyscyplinie naukowej oraz wskazuje na

umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Rozprawa doktorska pt. ,Fuzyjne polimerazy do amplifikacji izotermicznej
kwasow nukleinowych” w petni spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm).
Wnosze o dopuszczenie Pani mgr inz. Klaudii Marlickiej do dalszych etapow
postepowania doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na wysokg warto$¢ poznawczg i
aplikacyjng prowadzonych badan pragne przedtozy¢ wniosek o wyrdznienie niniejszej

pracy doktorskie;.

Prof. dr hab. n. med. Izabela Zawlik
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