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Uzasadnienie wniosku o wyréznienia rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudii
Marlickiej pt. ,,Fuzyjne polimerazy do amplifikacji izotermicznej kwasow
nukleinowych”

Recenzowana praca doktorska zastuguje na wyréznienie ze wzgledu na wysokag
jakos¢ badan oraz szczegdlne walory poznawcze i aplikacyjne. Celem pracy byto
zaprojektowanie oraz charakterystyka fuzyjnych wariantéw polimeraz DNA o
ulepszonych wiasciwosciach do zastosowan w izotermicznej amplifikacji DNA. W
pracy doktorskiej wykonano nastepujgce zadania: 1. Zaprojektowanie i otrzymanie
konstruktow genowych kodujgcych biatka fuzyjne oraz referencyjne; 2. Optymalizacja
procesu otrzymywania i oczyszczania polimeraz DNA; 3. Wyznaczenie aktywnosci
enzyméw fuzyjnych; 4. Optymalizacja amplifikacji izotermicznej DNA; 5. Zbadanie

wiasciwos$ci otrzymanych polimeraz DNA.

Cele badawcze pracy realizowano przy uzyciu dwéch reakcji i odpowiednich
zaangazowanych w nie enzyméw tj.: reakcji RPA (ang. Recombinase Polymerase
Ampilification) z polimerazg Bsu z Bacillus subtilis oraz reakcji amplifikacji toczgcego
sie kofa (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 pochodzace z Nanoarchaeum equitans NeqSBB i Neq150. Wiekszos¢

genetycznych konstruktow dla biatek fuzyjnych uzyskano metodg klonowania Gibsona.

W ramach realizacji pracy doktorskiej uzyskano funkcjonalne warianty
polimerazy Bsu. Opracowanie nowych wariantéw fuzyjnych polimerazy Bsu o
poprawionych wiasciwosciach moze sta¢ sie podstawg do tworzenia nowych testow

diagnostyczny, opartych o reakcje amplifikacji izotermicznej RPA. Wyniki uzyskane dla



polimeraz fuzyjnych Bsu z biatkami gp32 oraz Neq150 stanowity podstawe do

ztozonych dwoch wnioskow patentowych.

Niniejsza praca doktorska stanowi istotny wktad w dotychczasowg wiedze
naukowg dotyczgcg zastosowania opracowanych polimeraz fuzyjnych do amlifikacji
kwasow nukleinowych w warunkach izotermicznych. Uzyskane w pracy wyniki
otwierajg mozliwosci praktycznego ich zastosowania do opracowania szybkiej i fatwe;
metody diagnostyki molekularnej aleternatywnej do metody PCR. Temat podjety przez
Doktorantke jest szczegolnie istotny dla opracowania nowych rozwoju metod

amplifikacji kwaséw nukleinowych bez uzycia termocyklera.

Rozprawa doktorska swiadczy o ogromnej wiedzy teoretycznej Doktorantki we
wskazane] dyscyplinie naukowej oraz wskazuje na umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Doktorantka posiada znaczacy dorobek naukowy;
sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) wynosi 14,84 oraz jest wspoétautorkg 4

zgtoszen patentowych.

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi rozszerzenie wiedzy na temat fuzji
polimeraz DNA oraz ich zastosowania w izotermicznej amplifikacji DNA i diagnostyce

molekularne;.

Uwzgledniajac waznos¢ podjetego problemu badawczego, innowacyjnos¢
pracy oraz osiggniecia naukowe Doktorantki wnosze o wyréznienie niniejszej

rozprawy doktorskie;j.
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