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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR INZ, KLAUDII MARLICKIEJ
PT, , FUZYJNE POLIMERAZY DO AMPLIFIKACJI IZOTERMICZNEJ
KWASOW NUKLEINOWYCH”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska wykonana zostala przez mgr. inz. Klaudi¢
Marlicka pod kierunkiem dr hab. Marcina Olszewskiego, prof. PW, promotora pracy, oraz dr
Katarzyny Szymaniskiej, promotora pomocniczego, w HKatedrze Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych i Kosmetgkéw Politechniki Warszawskiej. Praca mgr. inz. K. Marlickiej dotyczy badan
nad otrzymaniem nowpgch fuzyjnych polimeraz DNA ktérych wiaéciwoéci usprawniatyby ich
zastosowanie w procesach izotermicznej amplifikacji kwaséw nukleinowych. Zastosowanie
inzynierii biatkowej dla uzyskania nowych, ulepszonych biatek fuzyjnych majacych potencjalne
zastosowanie w tej technice badawczej jest wyzwaniem bardzo aktualnym, obiecujacym
i prezentujacym potencjat zar6wno poznawczy jak i aplikacyjny.

Jest to zakres tematyczny bardzo dobrze mieszczacy sie w ramach dyscypliny naukowej

~Biotechnologia”, w ktérej to zostala zlozona.

Formalne i edytorskie aspekty ztozonej pracy oceniam pozytywnie. Rozprawa wykonana
jest w formie liczacej 199 stron rozprawy, majacej typowy (a zarazem wlasciwy) uktad czesci,
scharakteryzowany ponizej. Podkregli¢ nalezy staranne opracowanie i czytelne w reprodukcji
wykonanie rycin, zwlaszcza dokumentujacych rozdzialy elektroforetyczne. W  zakresie
edytorskim i redakcyjnym nieliczne uchgbienia (jak czarne tlo struktury na rys. 9a, malutkie,

a przez to mniej czytelne w druku, opisy osi rozdzialéw chromatograficznych, nieco mniej
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czytelne napisy na zaznaczonych intensywnym kolorem obszarach - rys. 9b, tab.4, rys. 14,
kolorystyka krzywych na chromatogramach) wedhug mnie nie umniejszyly bynajmniej ogélnie
wysokiej oceny starannosci przedstawienia rozprawy. Réwniez strona jezykowa pracy nie budzi
zastrzezen - napisana jest ona prawidtowym jezgkiem fachowym z bardzo nielicznymi omptkami
pisarskimi (np. "wiekszo$¢ genowe" w ,Streszczeniu”, ,sefarozowaego” str. 160), a tok narracji jest
logiczny ispdjny. Praca opatrzona jest wykazami skrétéw, rycin i tabel oraz sekwencji
aminokwasowych stanowiacych elementy opracowywanych biaktek fuzyjnych (w ktérej zapewne

pomocy dla czytelnika wersji "papierowej" byloby jednak podanie identyfikatoréw UniProt).

Zgodnie z klasycznym ukladem rozpraw, przedlozona praca rozpoczyna sie (po
stosownych streszczeniach w jez. polskim i angielskim) ,Wstepem” wprowadzajacym w tematyke
polimeraz DNA ze szczegélnym uwzglednieniem uzytych w pracy polimeraz Bsu oraz Phi29 oraz
samego procesu amplifikacji izotermicznej w jego réznych odmianach i mechanizmach. Obejmuje
on takze krotka lecz spéjna charakterystyke uzytych jako partneréw fuzgjnych biatek wiazacych
kwasy nukleinowe. ,Wstep” cytuje 150 pozycji literaturowych. Ich dobér i opracowanie Swiadczy

o dobrym zaznajomieniu sie z literaturg przedmiotu i przggotowaniu teoretycznym Doktorantki.

Rozdzial 2 pracy zawiera syntetyczne przedstawienie celu pracy. Doktorantka przedstawia
go, zgodnie z tytutem rozprawy, jako otrzymanie i przebadanie nowych polimeraz do amplifikacji
izotermicznej kwaséw nukleinowych; nastepnie zas przedstawia cele szczeg6lowe postepowania
badawczego. Merytoryczna ocena postawionego sobie przez Autorke celu nie pozostawia
watpliwoéci, ze jest on istotny poznawczo z punktu widzenia prac nad mechanizmami
molekularnymi zachodzacymi w procesach izotermicznej amplifikacji DNA a jego rozwigzanie
potencjalnie otwiera moiliwoéci interesujacych rozwiazarn réwniez o charakterze praktycznym,
jako ze ,usprawnione” w ten sposéb polimerazy mogg znalei¢ szerokie zastosowania. Z czysto
formalnego punktu widzenia nalezy jednak zauwazyd¢, ie badania doktorantki dotyczyly jedynie
amplifikacji DNA, za$ pojecie ,kwasy nukleinowe” obejmuje takzie RNA, nie mieszczace sie
przeciez w tematyce badan. Nie jest to jednak oczywisScie zarzut do tematyki pracy. Uwazam takze,

ze wygodniej dla czytelnika bytoby ujrze¢ w tym wiasdnie miejscu hastowe uzasadnienie wyboru
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fuzji genowpych. Autorce przeciez z pewnoscia nie chodzilo jedynie o to, aby polimerazy te byly
~nowe”, lecz by cechowaly sie bardziej korzystnymi z punktu widzenia praktycznego cecharni, jak
stabilnoé¢, aktywnoéé itp. Oczpwiscie, wybrzmiewa to catkowicie jasno w lekturze rozprawy jako
calodci i jest to przez Autorke zrealizowane, uwaga moja dotyczy jedynie korzystniejszego
sformutowania tej czeci pracy. Cele szczeg6lowe natomiast przedstawione sa dostatecznie

precyzyjnie, zas z kolejnych czeéci rozprawy plynac bedzie wniosek o ich pomyslnej realizacji.

Rozdzialy po$wiecone materialom (rozdz. 3) i metodom (rozdz. 4) uzytym w pracy
napisane sa dokladnie i szczeg6lowo, nie budzac moich zastrzezen co do mozliwosci reprodukciji
wynikéw. Gwoli écistosci chcialbym jedynie zauwazyé brak oznaczenia. w przgpadku skladéw
buforéw, ze stezenia wyrazone w procentach dotycza procentu waga/objgto$é, nie zas masowego
(o ile jest tak w rzeczywistosci, czego sie¢ domyslam). Niefortunnym wydaje mi si¢ takze zapis »D%
mieszaniny akrglamidéw” w opisie zelu zageszczajgcego (i analogiczny w opisie zelu
rozdzielajacego), gdyz sugeruje ie dodano mieszaning (nie znalaztem jej sktadu/pochodzenia)
w iloéci 5% koricowej objetoéci, nie za$ (co zapewne ma miejsce), Ze taczne finalne stezenie
akrylamidu/bisakrylamidu (proporcje?) w Zelu wynosi ten wlasnie procent. Nie jest to jednak
zarzut w zadnej mierze istotny, gdyz dotyczy bardzo rutynowej techniki o powszechnie znanych
protokolach.

Stwierdzi¢ takze nalezy, ze dobrane przez Doktorantke metody badawcze sa adekwatne
do postawionego sobie problemu. Do otrzymania dla kazdej z dwéch analizowanych polimeraz
DNA czternastu zaprojektowanych konstruktéw genetycznych niezbednych do ekspresji bialek
fuzyjnych doktorantka postuzyta si¢ standardowymi metodami biologii molekularnej, wychodzac
od czterech genéw syntetycznych z optymalizowanym do ekspresji w E. coli uzyciem kodonéw
i wyprowadzajac kolejne w drodze klonowania. Uzyskanie preparatéw biatkowych réwniez
odbywalo sie z zastosowaniem typowych, prawidlowo dobranych i wykonanych procedur
mikrobiologicznych i biochemicznych. Czgnnosci te byly zapewne pracochtonne a wykonanie ich
$wiadczy o opanowaniu warsztatu badawczego i laboratoryjnej biegtosci. Niemniej, nie udalo sie
uzyskaé aktywnych preparatéw wirusowej polimerazy Phi29 mimo iz ich oczyszczanie opisane

jest w cytowanej literaturze i jest ono dostepne komercyjnie. Biatko to przechodzito do frakcji
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rozpuszczalnej jedynie w obecnoéci detergentéw i nie wykazywalo aktywnosci. W tym kontekécie
nasuwa si¢ pytanie, czemu w zastosowanych buforach nie zastosowano {-merkaptoetanolu.
Polimeraza Phi29 zawiera bowiem az 3 cysteiny za$ Bsu-ani jednej. Byé moze takze Phi29 jest
bardziej podatna na denaturacje w warunkach lizy przez sonikacje, co nie jest rzadkim
zjawiskiem. Oba te czynniki doktorantka wskazuje w "Dyskusji", wydaje sie jednak ze ich
dodwiadczalne sprawdzenie nie byloby nadmiernie pracochlonne. Musze jednak nadmienié, ze
w przypadku nieuzyskania aktywno$ci samej polimerazy, dyskutowanie nieaktywnoéci jej form
fuzyjnych wydaje si¢ mie¢ ograniczona celowo$é. Co najwyzej skonstatowaé mozna, iz zaden
z partneréw fuzyjnych nie poprawit niskiej stabilnoéci wyjéciowego enzymu. Autorka winna
raczej przynajmniej zasugerowac¢ metode okresdlenia stanu konformacyjnego tej polimerazy.
Moina takze wskazac, ze polimeraza Phi29 oczyszczana byla przez Takahashi i wsp (PLOS One
2014, 9(2):e82624 jako fuzja z GST w obecnoéci trehalozy jako czynnika przeciwdzialajacego
agregacji), ktérzy to autorzy w pracy tej wspomnieli explicite o agregacji tego bialka na
kolumnach, nawet w 4 °C. Zapewne wigc forma Phi29 rozpuszczalna w zawierajagcym detergenty
buforze S2 nie jest niestety forma natywna.

Niemniej, tego rodzaju problemy zdarzajace sie w pracy biochemika bywaja niekiedy
trudne do przewidzenia i zaradzenia im w przewidywalngm czasie - decyzja Autorki
o ograniczeniu sie do analizy fuzji biatka Bsu jest wiec racjonalna a element znaczenia naukowego
prezentowanych wynikéw i tak oceniam jako wysoki.

Pozostajac przy problematyce stabilnosci preparatéw bialkowych, zauwazytem réwniez,
ze metoda uzyta przez Doktorantke do dlugoterminowego przechowywania preparat6w obejmuje
dodanie krioprotektantu i przechowywanie w -20°C. Poniewaz nie podano czy Doktorantka przed
umieszczeniem w zamraZarce zamrazala preparaty w cieklym azocie, mozna sie domyslaé ze
proces zamarzania przebiegal powoli, co podnosi ryzyko ,zimnej denaturacji” biatek, zwlaszcza
uzywajgc zamrazarek -20 a nie -80 °C.

Autorka tytuluje rozdzial 4.6.2 jako ,Czysto$¢ preparatéw biatkowych", choé opisana
procedura dotyczy jedynie badania zanieczyszczer kwasami nukleinowymi. Metodycznie badanie
to jest oczywiscie jak najbardziej zasadne i prawidlowe, winno byc¢ jednak nazwane precyzyjnie,

gdyz pod pojeciem "czystoéci preparatu” ogélnie rozumie si¢ w pierwszym rzedzie obecno$¢ lub
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brak wspéloczyszczajacych sie biatek (co oczywiécie uwidocznione jest na licznych zelach SDS-

PAGE z przebiegu oczyszczania i nie budzi samo w sobie zadnych zastrzezer).

Rozdzial ,Wyniki" zawiera obficie ilustrowane rycinami przebiegi oczyszczania
preparatéw biatek fuzyjnych oraz aktywnoéci uzyskanych preparatéw - dane te sa réwniez
zebrane tabelarycznie. Sposéb prezentacji wynikéw nie budzi zastrzezeri. Mozna by co najwyzej
rozwazy¢ zastosowanie analizy densytometrycznej bardzo licznych zeli uzgwanych w technice
EMSA oraz co by¢ moze pozwolitoby na utatwienie lektury rozprawy przez zebranie ich na
mniejszej liczbie wykreséw. Zestawienia tabelaryczne wynikéw wskazuja spéjnym kodem
kolor6w na odniesienie do referencyjnych wartosci preparatu komercyjnego polimerazy, co
ulatwia czytelnikowi ocene osiagniecia celu ktérym jest otrzymanie polimeraz o korzystniejszych
wartoéciach. Takie wartoéci jak zachowanie aktywno$ci w stezeniu heparygny 25x wyzszym niz
najwyzsze dla bialka referencyjnego, badZ obserwowanie przebiegu reakcji przy 125x mniejszej
iloéci polimerazy fuzpyjnej niz samej jednostki duzej Bsu Swiadcza o osiagnieciu celu jakim jest
otrzymanie usprawnionych wariantéw. Interesujace wydaja si¢ takze wyniki stabilnosci
termicznej polimeraz, wskazujace na ochronny charakter elementéw fuzyjnych, zwlaszcza
Neq150 przedhazajacego 6x czas po ktérym nastepuje inaktywacja preparatu w 55 °C. Nie byto
jednak dla mnie zupelnie jasne, ile wynosil czas prowadzenia amplifikacji DNA po okresie
inkubacji w wysokiej temperaturze - poniewaz na zelu uwidoczniony jest jedynie efekt koricowy,
trudno analizowa¢ zmiany szybkosci reakcji o ile nie spadta ona w okolice zera. Dlatego tez byc¢
moze celowym bytoby rozwazenie wzbogacenia tej analizy o jakas forme oszacowania stabilnosci
konformacyjnej biatek w funkcji temperatury/czasu inkubacji ortogonalng do analizy ich

aktywnoéci biochemiczne;j.

,Dyskusja” uzyskanych w pracy wynikéw, obecna na 11 stronach rozprawy, jest spdjna
i logiczna, wskazujac na wage celu, zakres jego osiggniecia i konfrontuje uzyskane wyniki
z cytowanymi doniesieniami literaturowymi. Précz uwagi poczynionej powyzej (dot. interpretacji
braku aktywnosci form fuzgjnych) wskazalbym jeszcze, ze proponowane przez Autorke

wyjasnienie spadku aktywnoéci bialtka fuzyjnego BLN;5H w trakcie przechowywania w drodze

et
T
Migdzyuczelniany tel. +48 58 523 63 51 ul. Abrahama 58
Wydziat Biotechnologi e-mail: szymon.zietkiewicz@ug.edu.pl  80-307 Gdarisk
Uniwersytetu Gdanskiego .
i Gdariskiego Uniwersytetu www.biotech.ug.edu.pl
Medycznego h



Balll I .
. GDANSKI
e niwer e
U gdaﬁiéyt t UNIWERSYTET
G MEDYCZNY

badania technika SDS-PAGE degradacji w czasie przechowywania wypadaloby uzupemmic

o badanie stanu konformacyjnego, gdyz byé¢ moze to on wtlasnie ulega zaburzeniu szybciej niz

sama ciggtos¢ tanicucha polipeptydowego.

Zakres literatury z ktérej korzystala Autorka, obejmuje 165 pozycji, obejmujacych précz
stanowigcych zdecydowana wiekszoé¢ prac oryginalnych, réwniez prace przegladowe,
doniesienia patentowe, bazy danych i strony internetowe. Aspekty formalne nie budza wiekszych
zastrzezen, précz nielicznych uchybien (np. tytul zltozony kapitalikami w poz. 8, 25, czy dopisek
»Publisher [..]” w poz. 55, niespéjne z reszta pozycji podanie PMID w poz. 81.

Pozycja literaturowa [161), z ktérej cytowana jest jako rozdzial ksiazki ,DNA Replication,
rozdzial [5]” przy czym rozdzial ten znajduje si¢ takze w Methods in Enzymology 1995, 262:42-49;

wydaje sie ze artykul moze byc¢ latwiej dostepny niz ksigzka dla czytelnika rozprawy.

Z przedlozonej mi do recenzji opisanej powyzej rozprawy wnioskuje, ze Autorka podjeta
sie istotnego nie tylko poznawczo, ale i praktycznie celu naukowego. Racjonalne zaprojektowanie
i precyzyjne przebadanie szeregu konstruktéw bialkowych zaowocowato otrzgmaniem
preparatéw o istotnie ulepszonych parametrach funkcjonalnych, czego $wiadectwem sa dwa
zgloszenia patentowe. Jednoczesnie zawarte w pracy dane stanowiq interesujacy material dla
kontynuacji prac nad ta tematyka, co zreszta wskazuje w pracy Autorka. Badania zostaly
zaprojektowane racjonalnie i wykonane z nalezyta starannogcia za$ interpretacja wynikéw
prowadzona jest z nalezngm krytycyzmem. Wskazane w niniejszej recenzji niedoskonatosci nie
maja bynajmniej charakteru nieprawidlowosci mogacych rzutowaé na wysoka merytoryczna

ocene rozprawy doktorskiej.
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Jak wynika z powyiszych uwag recenzenckich, przedmiotowa rozprawa doktorska,
majgca postaé pracy pisemnej opatrzonej wymaganym streszczeniem w jez. angielskim,
prezentuje ogdélna wiedze teoretyczng Kandydatki (w wysokim stopniu) oraz Swiadczy
o umiejetnoéci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej (w zakresie przeprowadzania badar
biochemicznych, przedstawienia, analizy i interpretacji wynikéw). Uwazam ponadto, ze uzyskanie
aktywnych produktéw zaprojektowanych przez Autorke fuzji genowych i przedstawienie
wynikéw ich analizy biochemicznej stanowi niewatpliwie oryginalne rozwigzanie postawionego

sobie problemu naukowego.

Stwierdzam wiec, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mer inz. Rlaudii
Marlickiej pt. "Fuzyjne polimerazy do amplifiacji izotermicznej kwaséw nukleinowych" spehia
warunki ujete w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r poz.
1571 z pézn. zm.) .

Wobec powyzszego rekomenduje Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Biotechnologia
Politechniki Warszawskiej dopuszczenie mgr inz. Klaudii Marlickiej do dalszych etapéw

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora nauk.

Zaktad Biochemii Biatek’
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