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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr Dagmary Gtod pt. ,,Ocena przydatnosci ukierunkowanej ewolucji
molekularnej 1 racjonalnego projektowania biatka enzymatycznego w doskonaleniu
whasciwosct lipazy A z Candida antarctica’. Praca zostata wykonana w Katedrze
Biotechnologii Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w

Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab. Wtodzimierza Bednarskiego.

Lipazy odkryto wczesniej niz skonstruowano samochody. Przez pierwsze, po
odkryciu, kilkadziesiat lat, w odréznieniu od samochodow, nie spozytkowano tego faktu.
Nawet prace naszego rodaka prof. Ernesta Syma (lata 30-ste XX w.) udowodniajace wprost
nadzwyczajne 1 fenomenologiczne whasciwosct lipaz w srodowisku niewodnym nie zostaly
dostrzezone i docenione. Swiat mial wazniejsze sprawy. Dopiero lata 60-sigte przyniosty
wzrost zainteresowania lipazami. Udowodniono, ze lipazy wykazujg wiasciwosci katalityczne
predysponujace je do wykorzystania w wielu dziedzinach przemystu.

Obecnie przychody zwiazane z produkcja i zastosowaniem tej grupy enzymow nalezg
do jednych z najwyzszych w branzy, a przeciez nowa dziedzina biotechnologii przemystowe;j,
wykorzystujaca srodowiska wody 1 innych rozpuszczalnikow do aplikacji lipaz wystartowata
stosunkowo niedawno, stanowiac niezwykle atrakcyjng przemystowo odnoge biorafinacji.
W kraju nieliczne oSrodki naukowe zajmujg si¢ tematyka otrzymywania lipaz i ich
wykorzystania w chemicznej katalizie. Po prawdzie to wiasnie Profesor Wtodzimierz
Bednarski w znaczacy sposob przyczynit sie do rozwoju tej dziedziny w Polsce.

Rozwijajaca sie¢ dynamicznie inzynieria biatka pozwala na otrzymanie enzymow
o nowych zaplanowanych wlasciwosciach. Metody ukierunkowanej ewolucji molekularne;
umozliwiajg wytworzenie enzymdéw o udoskonalonych wiasciwosciach poprzez losowe
zmiany w sekwencji nukleotydowej, ktorych efekty testowane sa metodami selekcji i
skriningu. Nieustannie doskonalone, zaawansowane narzedzia bioinformatyczne pozwalaja na
coraz powszechniejsze stosowanie metod modelowania molekularnego 1 racjonalnego
projektowania biokatalizatorow. Jest to nie tylko interesujaca tematyka badan, ale i bardzo

perspektywiczna, takze w kontekécie niebezpieczenstwa spozywania kwasow tluszczowych



trans (TFA), ktore powstaja jako produkty uboczne w procesach przetworczych olejow
roflinnych. Jak stusznie zauwaza mgr Dagmara Glod ,procesy enzymatyczne z uzyciem
selektywnych substratowo lipaz moglyby umozliwié zastapienie proceséw chemicznych
i opracowanie metod produkcji ttuszezow jadalnych pozbawionych szkodliwych izomerow
trans kwasow ttuszczowych”. Kontynuujac mys$l mozna domniemywac, iz skonstruowanie
lipaz o wysokiej aktywnosci i specyficznosci wzgledem izomerow trans- (co jest bardzo
rzadko podejmowanym wyzwaniem) umozliwi wytworzenie nowych, wyspecjalizowanych
narzedzi do....? Proponuje aby Pani mgr Dagmara Gtod szerzej rozwineta ten problem
podczas obrony doktoratu.

Badania, w tej dziedzinie, prowadzone w Katedrze Biotechnologii Zywno$ci uwazam
za wyrozniajace, niezwykle interesujace i potrzebne. Kiedy badacz sam doskonali enzym,
w celu jego konkretnego zastosowania jako katalizatora, wytwarza sie rodzaj pozytywnej
interakcji, dzieki ktérej poznaje on problemy, ich niuanse, od podstaw, niejako po obu
stronach ,,barykady”.

Recenzowana praca doktorska Pani mgr Dagmary Gtod posiada typowy uktad rozpraw
doktorskich. Manuskrypt zostal napisany na 132 stronach maszynopisu. Zapleczem
merytorycznym jest bibliografia zawierajaca ponad 155 pozycji literaturowych.

Rozdziat 1 stanowi Wstep, w ktorym doktorantka, w skondensowane] formie,
wprowadza nas w dziedzing wykonywanych badan. Wymienia pryncypia, opisuje fakty
znane, wspomina o tych jeszcze nie poznanych, wskazuje na potrzebe i ukazuje przyczyne
wyboru kierunku swoich badan.

Rozdzial 2, ,Zagadnienie w $wietle literatury”, zajmujacy 30 stron, wprowadza
czytelnika w tematyke badan. Autorka omawia w nim: wihasciwosci katalitycznych lipaz;
pojecie ewolugji in vivo i in vitro; metody selekeji i skriningu stosowane w technikach
ukierunkowanej ewolucji molekularnej; lokalizacjg miejsc mutacji oraz ich wplyw na
aktywno$¢ katalityczng biatek enzymatycznych; metody doskonalenia wladciwosci
katalitycznych lipaz; wybrane techniki ukierunkowanej ewolugji molekularnej oraz opisuje
racjonalne projektowanie biatka enzymatycznego. Rozdzial jest bardzo dobrze napisany
w oparciu o warto§ciowe zrodia. Nie dostrzegtem w nim uchybien, moze oprocz tego, Ze
chyba zbyt mato miejsca w tym rozdziale zajmuje tematyka dotyczaca badan zwigzanych z
modyfikacja metodami inzynierii genetycznej lipazy A z Candida antarctica, tzn. enzymu
ktérym Autorka zajeta si¢ w swej pracy.

Rozdzial 3 zawiera Cel i zakres badan (cytuje za praca) ,,Celem przeprowadzonych

doswiadczen bylo opracowanie i ocena przydatnosci ukierunkowanej ewolucji molekularnej



iracjonalnego projektowania biatka enzymatycznego w doskonaleniu wilasciwosci

katalitycznych lipazy A z Candida antarctica”.

Zakres badan obejmowatl nastepujgce zadania:

e Opracowanie i optymalizacja etapow tworzenia bibliotek rekombinantéow;

e Dobor metod oraz selekcja i skrining uzyskanych mutantow wzgledem aktywnosci
lipolitycznej, w tym wzgledem aktywnosci wobec izomeréw cis/trans dienow kwasu
linolowego (CLA);

e Dobor i opracowanie metod bioinformatycznych w modelowaniu wlasciwosci enzymow
oraz modyfikacji ich wiasciwosci. Modelowanie molekularne biatek enzymatycznych in
silico. Zastosowanie mutagenezy punktowej z uwzglednieniem struktury i wlasciwosci
enzymow,

e Sekwencjonowanie wybranych genow i analiza uzyskanych danych;

e Zastosowanie zmodyfikowanych enzymow w katalizie wybranych-reakcji chemicznych
oraz doskonalenie warunkow ekspresji biatek enzymatycznych.

Postawiony przez doktorantke cel uwazam za bardzo ambitny. Zrealizowany zakres,
prawdziwie nowoczesnych, obszernych badan, zostat doskonale zrealizowany.

Rozdziat 4, Materiaty i metody, zajmujg 23 strony, na ktorych Autorka zamiescita 22
opisy stosowanych w pracy metodyk. To jest nastepny bardzo dobrze napisany rozdziat,
w ktérym zamieszczono opisy dziatafi koniecznych do realizacji postawionego celu,
dotyczacych: charakterystyki oraz warunkéw propagowania stosowanego szczepu drozdzy:
stosowanych procedur mutagenezy; izolacji i przygotowania genu lipazy A Candida
antarctica ATCC 28323; klonowania genu lipazy A Candida antarctica, w tym izolacji
plazmidowego DNA, przygotowania komorek kompetentnych bakterii Fscherichia coli;
modyfikacji genu lipazy A metods blednej reakcji tancuchowej polimerazy (error-prone
PCR); selekcji otrzymanych bibliotek transformantow wzgledem aktywnosci lipolitycznej;
ekspresji rekombinowanych biatek w mikroplytkach, w tym oznaczania zawarto$ci biatka
metoda fluorymetryczng; charakterystyki wybranych, zmodyfikowanych lipaz w poréwnaniu
znatywnym biatkiem; elektroforezy bialek w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE) oraz elektroforetycznej identyfikacji enzymow lipolitycznych
(zymogram). Na koniec Doktorantka opisuje zastosowana metodyke mutacji punktowych.
Niestety, po raz kolejny nie mam uwag krytycznych a wrecz z podziwem konstatuje mnogo$é

metod 1 bioinformatycznych narzedzi ktore poznata i zastosowata Autorka pracy .



W rozdziale 5, ,Omowienie wynikow i dyskusja”, na 37 stronach maszynopisu
zamieszczono uzyskane rezultaty badan w postaci 42 rysunkow i 24 tabel oraz 9 zatacznikow.
Rozdziat ten zawiera opis badan i ich wyniki wraz z dyskusja, co nieco utrudnia analize 1
ocene pracy wykonanej przez Doktorantke. Ujmuje ona w tym rozdziale kolejno zagadnienia
dotyczace: (1) amplifikacji genu lipazy A i klonowania tego genu do wektora plazmidowego
pETBlue-2 oraz selekcji transformantow w komorkach E.coli NovaBlue Singles™; (2)
modyfikacji genu lipazy A metodg blednej reakcji fancuchowej polimerazy (epPCR),
klonowania zmodyfikowanych genow oraz wreszcie (3) selekcji i skriningu otrzymywanych
po trzech kolejnych cyklach epPCR bibliotek transformantow. W ostatnim z wymienionych
etapow zastosowano komorki kompetentne E. coli Tuner. Selekcje prowadzono metoda
dyfuzyjna, stosujac jako substraty tributyryne oraz trioleing, a takze dokonano oceny
biokatalitycznych whasciwosci mutantow wzgledem TAG-CLA. Przeprowadzono tez
wysokowydajny skrining (w mikroplytkach) wybranych transformantow, (uwzgledniajacy
zdolno$¢ do hydrolizy estrow p-NP krotko-, $rednio- i dlugotancuchowych kwasow
thuszczowych) oraz wysokowydajny skrining mutantéw wzgledem estrow p-NP cis- 1 trans-
kwasow thuszczowych. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka opisuje efekty zastosowania
do zmiany selektywnosci substratowej badanej lipazy A metody mutacji punktowych. T¢
cze$é badah opisuje skupiajac si¢ najpierw na modelowaniu molekularnym, do ktorego
wykorzystata program VMD (Visual Molecular Dynamics) oraz AutoDock 4 (do symulacji
dokowania substratéw) i woparciu o dane literaturowe, identyfikowata mutacje
aminokwasowe wplywajace najkorzystniej na III rzgdowg konformacje tunelu acylowego.
Nastepnie zaproponowata, in silico, dwa wiasne warianty mutacji, polegajace na wymianie
dwoch roznych par aminokwaséw na cysteing, i wykazata w AutoDock 4 zwezenie wejscia
acylowego w obu zaproponowanych mutantach (Phe222Cys_Val238Cys  oraz
Ile150Cys_Thr221Cys). Kolejno opisata efekty wykonanej do$wiadczalnie mutagenezy
uisierimnkowaneg do sprojekiowansgs b silics miciaca (sibe-dirdcted. mutagenesis), kidre]
celem byla zamierzona zmiana katalitycznych wilasciwosci lipazy A, oraz podata wyniki
sekwencjonowania DNA i analizy uzyskanych sekwencji. Selekcje i skrining otrzymanych
wariantéw lipazy A przeprowadzita — co wynika z opisu - generalnie tymi samymi metodami
jak w czeéci badan wykonanych metoda btednej reakcji taficuchowej polimerazy (epPCR)
lecz stosujac trzy typy komorek prokariotycznego gospodarza E. coli (Tuner (DE3)pLacl,
Origami B (DE3) pLacl i Rosseta-gami B (DE3)pLacl. W selekeji metoda dyfuzyjna
zastosowata obok tributyryny i trioleiny dodatkowo olej zawierajacy 60% izomerow trans,

ktéry jednakze nie byt hydrolizowany w tych warunkach przez zaden z otrzymanych



mutantoéw. Opisata nastepnie efekty dalszego skriningu mutantow lipazy A, wzgledem estrow
p-NP krotko-, s$rednio- i dlugotancuchowych kwasow tluszczowych, ktory wykazat
u wybranych mutantéw, wyzsza aktywno$¢ hydrolityczng w porownaniu z bialkiem
natywnym, preferencje wobec S$redniotanchowego kwasu laurynowego 1 uzaleznienie
lokalizacji a takze selektywnosci enzymu od komorek gospodarza. W kolejnym podrozdziale
opisuje skrining z uzyciem estrow p-NP kwasoéw: cis-oleinowego, trans-elaidynowego 1 trans-
wakcenowego wskazujacy na 3- 1 2-krotne podwyzszenie selektywnosci transformantow
Phel49Glu i Phe222Ser wobec izomerdéw trans w porownaniu z biatkiem natywnym.
Pierwszy wariant lipazy A sprawdzony w hydrolizie oleju zawierajacego 60% izomerow trans
wykazat ok. 15-razy wyzsza aktywno$¢ niz wyjsciowy enzym natywny, jednak, niestety
nizsza niz handlowy preparat lipazy A z firmy Novozyme (Novozym 735). Catosé tej czesci
pracy stanowi bardzo obfity material doSwiadczalny i dowodzi, o czym pisze Autorka we
wnioskach, ze procedura epPCR umozliwia otrzymanie bibliotek mutantow (najlepszych
przy stosowaniu $redniej czestotliwoSci mutacji) o zmienionej selektywnosci wzgledem
izomeréw CLA, zwiekszonej aktywnos$ci hydrolityczne] wobec TAG-CLA 1 estrow kwasow
tluszczowych oraz, ze modelowanie molekularne wraz z mutageneza punktowsg jest dobrym
narzgdziem do zwigkszania selektywnosci lipazy A wobec izomerow trans.

Reasumujgc uwazam, ze omowienie 1 dyskusja wynikow zostaly napisane
kompetentnie i klarownie cho¢ tekst nie jest wolny od niewielkich niescistosci (np.
stosowanie terminu ,,specyficzna aktywnosc” zamiast polskojezycznego terminu ,,aktywnos¢
wlasciwa” enzymu) 1 pomytek (np. na stronie 102 Autorka powinna odesta¢ do zalacznikow
7-9 a nie 4-6). Prawidtowo$¢ wybranych do dyskusji publikacji, starannosc¢ interpretacji oraz
jej szeroki zakres §wiadcza o bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki,
fatwosci kojarzenia wiedzy ,zroznych potek” oraz wyraznym dazeniu do wytworzenia
nowych lipaz o ulepszonych wtasciwosciach katalitycznych.

Ocena merytoryczna. Nie zamierzam omawia¢ szczegdlowo zaprezentowanych
rezultatow, chciatbym jedynie zwroci¢ uwage na te elementy, ktore w moim przekonaniu,
zgodnie z moimi kompetencjami, stanowig najbardziej istotng wartos¢ naukowa pracy.

Interesujacy cechg lipazy A Candida antarctica, wyrdzniajaca ja sposrod innych lipaz,
jest selektywnos$¢ wzgledem frans kwasow ttuszczowych. To byt doskonaty wybor.

W pracy wyselekcjonowano prawidtowy konstrukt, ktory nastgpnie zastosowano
w reakcjach epPCR i mutagenezy ukierunkowanej do miejsca. Indukujac przypadkowe
mutacje wyeliminowano duza czestotliwo$¢ zmian w sekwencji nukleotydowej na korzy$¢

malej (0-4,5 mutacji/kpz) i $redniej (4,5-9 mutacji/kpz). Utworzono biblioteke mutantow



orbznej czestotliwoéci mutacji 1 zmienionej selektywnosci wzgledem izomeréw CLA.
Zastosowana metoda umozliwita jakoéciowa ocene transformantéw, dokonang metodg
dyfuzyjng w podtozu agarowym. Wybrane, wedtug ustalonych kryteriow (hydroliza chociaz
jednego ze stosowanych substratow), poddano wysokowydajnej hodowli w mikroptytkach
i oceniono ich selektywno$¢ wzgledem izomeréow cis/transdiendw sprzezonego kwasu
linolowego (CLA) metodg chromatografii gazowe;.

Analiza biblioteki po pierwszym cyklu epPCR genu lipazy A Candida antarctica
o Sredniej czestotliwosci mutacji, pozwolita wyselekcjonowaé klon MA39, ktory
charakteryzowat si¢ selektywno$cig wzgledem izomerow cis-9, trans-11 oraz trans-10, cis-12.
Po trzech cyklach epPCR wyselekcjonowany transformant MA39 cechowat si¢ zwigkszong
selektywnoscig wobec izomerdow cis-9, trans-11 oraz trans-10, cis-12, odpowiednio 12 1 14
razy w porownaniu z lipaza natywng. Mutant ten cechowat sie¢ 11-krotnie zwigkszong
zdolnoscig hydrolizy substratu (wzrost z 1,1% do 17,1%). Dodatkowo wykonany zymogram
wykazat wewnatrzkomorkowa lokalizacje, w komorkach Tuner, zarowno muteiny MA39 jak 1
lipazy natywnej.

Wrykorzystujge wyniki modelowania molekularnego przeprowadzono modyfikacje

lipazy A Candida antarctica metoda mutagenezy ukierunkowanej do miejsca (zestaw
QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit). Otrzymano warianty F149D
1 F2228 charakteryzujace si¢ odmiennymi wiaSciwosciami katalitycznymi 1 zwigkszong
selektywnoscig wzgledem izomerow frans w pordwnaniu z lipaza natywna.
Uzyskane warianty lipazy A Candida antarctica zbadano pod katem zdolnosci do hydrolizy
substratow zawierajacych izomery trans- i cis- kwasow ttuszczowych. Okreslono preferencje
substratowe wzgledem estrow p-NP kwasu trans-elaidynowego (Ae) 1 kwasu trans-
wakcenowego (Aw) w stosunku do aktywnosci wzgledem kwasu cis-oleinowego (Ao).
Przeprowadzone pomiary potwierdzily wiekszg preferencje w kierunku hydrolizy estrow
p-NP kwasu wakcenowego (C18:1 All frams) i kwasu elaidynowego (C18:1 A9 trans).
Najkorzystniejszy stosunek Ae/Ao 1 Aw/Ao uzyskano po ekspresji zmodyfikowanych lipaz
w komorkach E. coli Tuner (DE3)pLacl w temperaturze 30°C 1 wyniost on odpowiednio 3,17
14,41 (lipaza F149D) oraz 2,15 i 3,14 (lipaza F222S). Zmodyfikowane lipazy cechowatly sie
okoto 3-krotnym (wariant F149D) i 2- krotnym (wariant F2225) wzrostem preferencji
substratowej w kierunku frans kwasow ttuszczowych w poréwnaniu z lipaza natywna.

Opracowane metody modelowania molekularnego oraz mutagenezy punktowej
umozliwily otrzymanie wariantéw lipazy A o zmienionych wiasciwosciach katalitycznych

i zwiekszonej selektywnosci wobec izomerdw frans. Zmodyfikowane lipazy cechowaly sig



okoto 3-krotnym wzrostem preferencji substratowej w kierunku ich hydrolizy w poréwnaniu
zlipaza natywna, co Doktorantka potwierdzita w reakcji hydrolizy oleju rzepakowego
zawierajacego 60% izomerow trans.

Pragne podkresli¢, ze w tej nowatorskiej pracy wykorzystano nowoczesne techniki
i takiz sprzet badawczy, bez ktorego wykonanie badan nie byloby mozliwe. Wydaje sie iz
stuszne bytoby zamieszczenie w pracy spisu tych narzedzi oraz spisu stosowanych reagentow.
Dostrzegam znaczacy 1 ciekawy potencjal rozwojowy oraz naukowa warto$é zaplanowanych
badan, ktore oceniam jako bardzo warto$ciowe.

Praca Doktorska Pani mgr Dagmary Glod wskazuje, ze jest Ona dojrzata, uparta,
dociekliwg, pracowity i skuteczna w dziataniu mloda badaczka. Zakres do$wiadczen i sposob
ich przeprowadzenia oraz opis i interpretacia wynikow wskazuja na bardzo dobre
przygotowanie merytoryczne, kreatywnos¢ i tworcze myslenie Autorki. Prace te czytalem
z przyjemno$cia. Autorka w sposob klarowny prezentuje swoje poglady oraz ze znawstwem
dyskutuje z osiggnigciami innych uczonych. Praca ta przekracza ramy tzw. , przecigtnych
doktoratow”.

Uwazam, ze recenzowana praca, w zakresie nowoczesnej biotechnologii, jest wartoscia
dodang do skarbnicy wiedzy oraz jednoczesnie wskazuje mozliwosci praktycznych
zastosowan roznych narzedzi do modyfikacji lipaz w celu otrzymania aktywnych i
selektywnych biokatalizatorow. Praca ta jest przykladem doskonatej roboty naukowej
taczacej w sobie =zarowno pierwiastek poznawczy, jak imozliwos¢ praktycznego
zastosowania, co biorgc pod uwage srodowiska: uczelniane oraz przemystowe, jest niezwykle
wazne i potrzebne.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr Dagmary Gtod
pt. ,Ocena przydatnosci ukierunkowanej ewolucji molekularnej i racjonalnego projektowania
biatka enzymatycznego w doskonaleniu wiasciwosci lipazy A z Candida antarctica” spelnia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14.03.2003 r. (Dz.U. nr 65, poz. 595, z pozn.
zm.) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
stawiane pracom doktorskim. Wnoszg, zatem o dopuszczenie Autorki przez Wydziat Nauk o
Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyrdznienie tej pracy przez Rade Wydziatu.
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