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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Dagmary Glod
pt. ,,Ocena przydatnosci ukierunkowanej ewolucji molekularnej i racjonalnego
projektowania bialka enzymatycznego w doskonaleniu wlaéciwoéci lipazy A z Candida
antarctica”

Oceniana praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w  Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab.
Wiodzimierza Bednarskiego. Opracowanie obejmuje 132 strony maszynopisu. Rozprawa ma
typowy uklad dla prac o charakterze doéwiadczalnym i zawiera komplet wymaganych
rozdzialow. Wyniki badan zostaly zaprezentowane w formie tabelarycznej i graficznej. W
maszynopisie rozprawy zamieszczono 24 tabele, 42 rysunki oraz 9 zalgcznikow ze
szczegdtowymi wynikami badan. |

Problematyka rozprawy jest zwigzana z doskonaleniem wlasciwosci katalitycznych lipaz, a
szczegblnie z mozliwoscig ich wykorzystania do produkeji  thuszezow jadalnych
pozbawionych izomerow trans nienasyconych kwasow tluszczowych wchodzacych w sklad
triacylogliceroli. W zalezno$ci od typu wigzania odmienna jest konformacja przestrzenna
czasteczki kwasu tluszezowego. W formie frans zachowuja ksztalt liniowy, natomiast w
formie cis maja charakterystyczne wygiecie w ksztatcie litery V. Konformacja przestrzenna
tych kwaséw odgrywa zasadniczg rolg w ich metabolizmie w organizmie czlowieka. W
thuszezach naturalnych, jak przyktadowo w masle, zawartos¢ form frans jest bardzo mata,
natomiast w produktach uwodornianych przemystowo ilo$¢ tych form jest znacznie wigksza.
W ostatnich latach pojawito si¢ w pimiennictwie naukowym szereg informacji o szkodliwym
dziataniu kwasow tluszczowych wystepujacych w formie /rans. Wielu autorow wskazuje na
ich dziatanie rakotworcze i zwickszenie ryzyka wystapienia choréb miazdzycowych. Z tego
powodu w niektérych krajach wprowadzono zakaz sprzedazy produktow o zwigkszonej
sawartodci thuszezow frans (Dania, Kanada). W Polsce ilos¢ spozywanych thiszezow w
formie frans 2-3-krotnie przewyzsza ustalone normy. Ta sytuacja spowodowata gwattowny
wzrost badan poswieconych tej tematyce, w tym poszukiwanie technologii produkcji ttuszezy

spozywezych nie zawierajacych kwasow thuszczowych w formie frans. Jednym z



obiecujacych rozwiazan jest produkcja tluszezy przy wykorzystaniu katalizy enzymatycznej i
uzyciu lipaz o odpowiedniej selektywnosei w stosunku do kwasow ttuszczowych.

W ostatnich latach pojawity si¢ nowe mozliwosci biotechnologiczne w biosyntezie lipaz o
wysokie enancjoselektywnosci. Poprawg wlagciwosei Katalitycznych lipaz mozna osiagnac
stosujac molekularne metody inzynierii bialek, a mianowicie ukierunkowana ewolucje,
racjonalne projektowanie biatka oraz projektowanie biatek de novo. Dzigki tym metodom
mozliwe jest ksztattowanie centrum aktywnego i jego otoczenia w bialku enzymatycznym, a
nawet tworzenie, nowych, sztucznych biatek o okreslonych wlasciwosciach katalitycznych.
Zagadnieniu temu jest poswigcona rozprawa doktorska mgr Dagmary Glod. Autorka
zainteresowata sic¢ wlasciwosciami katalitycznymi lipazy A syntetyzowanej przez drozdze
Candida antarctica. Enzym ten, z uwagi na liniowo skonstruowany tunel acylowy umozliwia
selektywna reakcj¢ z forma frans kwasow thuszezowych i ich odczepianie od triacylogliceroli.
W ten sposob mozna usuwac z tluszezy niepozadane formy trans i podnies¢ ich wartos¢ 1
bezpieczenstwo zywieniowe.

W czesci teoretycznej Autorka przedstawila przeglad stanu wiedzy na temat budowy 1
wlasciwosci katalitycznych lipaz oraz szeroko omowita metody doskonalenia wlasciwosci
katalitycznych tych enzymow przez stosowanie metod molekularnych.

W materiale dotyczacym opisu wihasciwosci lipaz Autorka wspomina kilkakrotnie o
enancjoselektywnosci tych enzymoéw, jednak nigdzie nie znalaztem kluczowej informacji, w
jaki sposéb mozna wykorzystaé tg ceche enzymu do produkeji bezpiecznych tluszczy
spozywczych pozbawionych kwasow thuszczowych w formie trans, a przeciez to wyjasnienie
jest niezbedne dla uzasadnienia badan podjetych przez Doktorantke.

Podstawowa cze$é przegladu literaturowego jest poswiecona metodom doskonalenia
wlasciwosel katalitycznych enzymow przy pomocy ewolucji ukierunkowanej i racjonalnego
projektowania takich biatek. Zagadnienia te sg przedmiotem czterech podrozdziatow, a wigc
moge stwierdzi¢, ze poswigcono im odpowiednio duzo uwagi. Material ten jest wartosciowy,
opisy sa obszerne, pelne szczegolow i oparte na cytowaniu bogatego pismiennictwa
naukowego obejmujacego 155 pozycji Jiteraturowych. Jesli chodzi o uwagi krytyczne to
mysle, ze mozna dyskutowac na temat stosowanej nomenklatury. Przyktadowo, dyskusyjna
jest polska nazwa dla terminu error-prone PCR w brzmieniu ,,bledny PCR”. Wydaje si¢, ze
lepszym tlumaczeniem tego terminu jest .. PCR podatny na blgdy”, cho¢ w pismiennictwie
polskim spotkatem wiele innych terminéw na tg reakcje. Kolejnym dyskusyjnym terminem
jest site-directed mutagenesis — mutageneza specyficzna co do miejsca lub mutacja

ukierunkowana miejscowo-specyficzna, zamiast mutageneza ukierunkowana do miejsca.



Na str. 20 4 linia od dotu: Autorka pisze, ze skrining wymaga organizacji testowanych
wariantéw na plytkach Petriego, podczas gdy w rzeczywistodci metody skriningowej oparte
sa przede wszystkim na testach biochemicznych (oznaczanie aktywnosci enzymow,
oznaczanie stref rozjasnien , itp.).

Str. 21 7 linia od gory (1. 7 g.): - skrining zaawansowanych cykli — chyba chodzi o kolejne
rundy mutagenezy. Str. 21,119 g, przy uzyciu tasowania genéw — powinno by¢ przy
uzyciu metody rekombinacji.

Na str. 27, 1. 13 d: Autorka pisze: ., W celu oszacowania odleglosci mutacji od miejsca
aktywnego stosowane sa...”. Powinno by¢ podkreslone, ze chodzi o zobrazownie potozenia
mutacji w trojwymiarowej strukturze bialka (3D) w odniesieniu do centrum aktywnosci
enzymu. Na tej samej stronie, nizej, 1. 3 d: ,,Oszacowano, ze kazda zmiana W sekwencji
aminokwasowej inaktywuje $rednio 30-40% aktywnych biatek”. To nie do konca jest Sciste,
W cytowanej publikacji autorzy wyznaczyli wspolezynnik  x-factor, ktory okresla
prawdopodobienstwo wystapienia efektu letalnego wskutek losowej zmiany aminokwasu w
strukturze biatka.

Na str. 28 1. 7 d.: pojawil si¢ termin ,,mutagenezy nasycenia”. Co to oznacza?

Str. 30 Rys. 1. Racjonalne projektowanie — ostatni zapis powinien brzmiec¢: . Test
enzymatyczny’. Ukierunkowana ewolucja molekularna —  zamiast ,metody
nierekombinacyjne” powinno by¢ ,,Metody losowe™.

Str. 32 1. 6 d: Termin ,,stronniczos$¢” - tutaj chodzi o tendencje do faworyzowania okreslonego
typu substytucji. Polimeraza Mutazyme faworyzuje substytucje GC na AT i GC na TA, stad
trudno to nazwaé tworzeniem bibliotek _bezstronniczych”.

Str. 33 — ostatni akapit od dotu jest mato zrozumiaty.

Na str. 34 potrzebne jest wyjasnienie, co 1o jest rekombinacja homologiczna i
nichomologiczna.

Na str. 35 — trzeci akapit od dotu: Coco i in..... Blednie wyjasniono technike RACHITI — w
tym przypadku chodzi o losowa hybrydyzacje fragmentow genow i synteze chimerycznego
genu na tymeczasowe] matrycy.

Mimo tych drobnych niedcistosci przeglad literaturowy uwazam za wartosciowy, bogaty w
istotne informacje na temat molekularnej modyfikacji bialek enzymatycznych i dobrze
wprowadzajacy czytelnika w zagadnienia zwigzane z czg$cig doswiadczalng rozprawy.

W celu pracy Autorka wymienia pig¢ zadan szczegolowych, ktore maja doprowadzi¢ do celu
gtownego, ktorym jest doskonalenie wlasciwosci katalitycznych lipazy A Z Candida

antarctica, a mianowicie:



e opracowanie i optymalizacja etapdéw tworzenia bibliotek rekombinantow,

e selekcja i skrining uzyskanych mutantow o zwickszonej aktywnosci lipolityczne;
wzgledem izomerow cis/trans diendow kwasu linolowego,

e opracowanie metod bio-informatycznych w modelowaniu whasciwosci enzymow,

e charakterystyka molekularna wybranych genow,

o praktyczna weryfikacja przydatnosci zmodyfikowanych enzyméw w  Kkatalizie
wybranych reakcji chemicznych.

Wymieniona struktura eksperymentalna pracy stanowi logiczna cato$é. Jak to wynika z tytulu
rozprawy i z wymienionych celow pracy do doskonalenia wlasciwodci katalitycznych lipazy
A zastosowano dwie metody: ukierunkowana ewolucje oraz racjonalne projektowanie bialka.
Pierwsza 7z metod, oparta na losowej mutacji wywolane; zastosowaniem metody error-prone
PCR do kopiowania genu, prowadzi do uzyskania puli zmodyfikowanych bialek, z ktérych
wylaniane sa nastgpnie najlepsze, najbardziej aktywne warlanty tego enzymu.
W drugiej metodzie wychodzi sig ze struktury natywnego biatka, ktéra musi by¢ znana i musi
pozwoli¢ na analize molekularng w przestrzeni trojwymiarowej (3D). Nastepnie in silico
przeprowadza si¢ modelowanie mutacji w obrebie okreslonego miejsca w strukturze biatka,
najlepiej w okolicach centrum aktywnego czasteczki, tak, aby osiagnac okreslony efekt
funkcjonalny. Wykorzystuje sie w tym celu odpowiednie narzedzia bioinformatyczne i bazy
danych. Nastepnie przeprowadza sig wybrane zmiany w sekwencji DNA w genie kodujacym
enzym i gen ten klonuje w odpowiednim systemie ekspresyjnym tak, aby wyprodukowac
oczekiwany, zmodyfikowany enzym.
Obie zastosowane metody modyfikacji molekularnej enzymu lipazy A sa niezalezne, cho¢
prowadza do tego samego celu, to jest do zwigkszenia enancjoselektywnosci enzymu. Nasuwa
si¢ jednak pytanie, czy w jednej pracy konieczne bylo zastosowanie obu tych metod
modyfikacji enzymu. Metoda mutacji losowej typu error-prone PCR jest uznana za metodg
efektywna, pozwalajaca na szybkie uzyskanie bardzo duzej ilodci mutantéw. Wymaga jednak
zastosowania efektywnych, zautomatyzowanych metod skriningowych. Z opiséw metod
badawczych zastosowanych przez mgr D. Glod wynika, ze nie dysponowala ona
zautomatyzowang aparaturg skriningowa, co mialo wplyw na ilo$¢ przebadanych mutantow.
Dodatkowe badania dotyczace racjonalnej inzynierii biatek z zastosowaniem technik in silico,
ograniczyto zakres przebadanych mutantéw, choé badania te zastuguja na najwyzsze uznanie
w sensie warsztatowym. Bez watpienia Doktorantka opanowata najwazniejsze wspotczesne

narzedzia eksperymentalne potrzebne do doskonalenia whagciwosci katalitycznych enzymow i



stala si¢ w tym zakresie specjalistka. To jest jej bardzo silny atut i zastosowany warsztat
eksperymentalny podnosi poziom naukowy tej rozprawy.

Jesli chodzi o opisy poszczeg6lnych etapow prac cksperymentalnych to sg one bardzo
rozbudowane i dokladne. Autorka przedstawia szczegélowo stosowane materialy oraz
protokoty wykonawcze poszczegolnych testow, oznaczen i badan molekularnych. Niezaleznie
od pozytywnej oceny tej czesci pracy zwracam Autorce uwage na pewne niescistosel 1
niedopowiedzenia. T tak, w punkcie 4.3.3 brak jest informacji w jakiej bazie danych jest
podana sekwencja genu dla lipazy A. Mam tez kilka sugestii odno$nie uzytych zapisow.

Rys. 4 - etap transformacji — zamiast .spod promotora faga...”, lepiej pod kontrola
promotora faga. Nieco nizej przy optymalizacji warunkéw hodowli nalezy dodaé: sposob
indukcji biatka i mementu ekspresji genu.

Na str. 52 ostatni akapit tekstu — nalezy wyraZnie stwierdzi¢, ze wykonano test o-
komplementacji genu.

Str. 55, Tab. 9. — zamiast ,,wlasciwa denaturacja matrycy”, powinno by¢ ..denaturacja
matrycy”.

Str. 56, pierwszy akapit — metoda dyfuzyjno-krazkowg. Czy wykonano probe slepa z
pustym” plazmidem?

Str. 56 punkt 4.9. - nalezy wyraznie napisaé, ze supernatantem jest surowy ekstrakt po
dezintegracji komérek. To samo w punkcie 4.9.2. - jak sie czyta trzeci akapit od géry, to
odnosi sic wrazenie, ze aktywno$¢ enzymu byta oznaczania w ptynie hodowlanym, a przeciez
enzym nie byt wydzielany do pozywki.

Str. 58 — dziwny uklad osi (odwrotny) na rys. 6.

Str. 63 — w punkcie 4.13 - brakuje wstgpu wyjasniajacego, co robiono? i w jakim celu?

W czesei wynikowej rozprawy mgr D. Glod potaczyta w jeden rozdzial Omowienie wynikow
i dyskusja. Omoéwienie wynikow jest bardzo szerokie i dotyczy wszystkich istotnych
elementéw przeprowadzonych badan. Na podstawie amplifikacji genu lipazy A metodg PCR,
a nastepnie jego klonowania i selekeji uzyskano 8 transformantow, z ktorych jeden zawierat
caly prawidlowy gen dla lipazy A. Dal on podstawe dla przeprowadzenie mutacji losowych
metoda error-prone PCR. W ten sposob pozyskano zmodyfikowane geny, ktore nastgpnie
zostaty sklonowane w E. coli i uzyskano w ten sposéb biblioteke transformantéw do dalszych
badan. Biblioteki te zostaly poddane selekcji z uzyciem antybiotyku i skriningowi z
zastosowaniem metody dyfuzyjnej do wykrywania aktywnosci lipolitycznej wobec

tributyryny 1 trioleiny. Transformanty odbarwiajace podloze choc¢by z jednym z



wymienionych lipidéw byly uzyte do dalszego badania ich wlasciwosci katalitycznych.
Przeprowadzono testy wobec sprzezonego kwasu linolowego (TAG-CLA). Autorka
scharakteryzowata selektywno$¢ kilku wybranych klonow 1 poréwnata je z charakterystyka
komercyjnych preparatéw lipolitycznych. To postgpowanie oceniam jako prawidlowe 1
efektywne dla wylonienia najciekawszych wariantow zmodyfikowanych lipaz. Wartosciowa
jest takze dyskusja dotyczaca oceny uzyskanych wynikow na tle badan prowadzonych przez
innych autorow. Na podstawie uzyskanych danych wykazano, ze transformant
Tuner(DE3)pLacl w hodowlach wglebnych ma zdolno$¢ do produkcji zarowno poza-, jak
wewnatrzkomorkowych lipaz 1 ze aktywnosc wewnatrzkomdrkowa jest znacznie wigksza.
Okreslono takze aktywnos¢ lipolityczng otrzymanego mutanta MA39 w stosunku do estrow
kwasu mastowego, palmitynowego, stearynowego i laurynowego. Wykazano, 7ze przyjete
postepowanie skutecznie zmienia aktywnosc katalityczng enzymu w kolejnych rundach
mutacji. Uzyskane wyniki szeroko przedyskutowano, jednak zabraklo mi komentarzy
dotyczacych praktycznego znaczenia uzyskanych wynikow.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono wysokowydajny skrining wybranych mutantéw
wobec estrow cis i trans kwasow thuszczowych i pordwnano aktywnosci enzymatyczne
mutantéw z lipazami komercyjnymi. Przeprowadzono takze analize zymogramu
wewnatrzkomorkowej lipazy mutanta.

Druga czeé¢ rozdzialu omawiajgcego wyniki badan i dyskusji zostala poswigcona inzynieril
bialek przez zaprojektowanie i przeprowadzenie mutacji punktowych. Pierwszy etap tych prac
stanowilo modelowanie molekularne. Autorka swe rozwazania oparta na strukturze lipazy A z
Candida antarctica opisanej przez FEricssona i in (2008). Wykorzystujac odpowiednie
programy komputerowe dokonata mutacji in silico reszt aminokwasowych znajdujacych si¢ w
hydrofobowym tunelu CAL-A do ktérego powinien dopasowa¢ si¢ liniowy lancuch kwasu
thuszczowego. W pracy przedstawiono obrazowanie trzeciorzedowej struktury biatka
enzymatycznego w formie natywnej i w formach zmutowanych. Trudno jednak oceni¢ wyniki
tych badan, gdyz sposdb prezentacji wynikéw uniemozliwia doktadng analizg cksperymentu.
7 informacji zawartych w pracy wynika, ze glownym celem bylo zawgzenie tunelu
acylowego. Mozna si¢ domyéla¢, ze chodzilo w tym przypadku o uformowanie tunelu do
przyjecia tylko liniowych form frans i wyeliminowanie mozliwosci wejscia W tunel
wygictych, a tym samym szerszych, form cis. To jednak w pracy nie zostato wyartykulowane,
a przeciez jest istota planowanych mutacji.

Na stronie 86 Autorka podaje informacje, ze jednym z podstawianych aminokwasow jest

treonina, ktora jest wymieniana na reszt¢ histydynowag w celu zwezenia tunelu acylowego. To



co przedstawiono na rysunkach jest wizualizacja modyfikacji biatka. Nie ma dodatkowe]
informacji o stopniu podobiefstwa lub rozbieznosci migdzy sekwencjami aminokwsowymi
natywnymi i zmodyfikowanymi. Autorka podaje, ze triade katalityczna stanowia seryna, kwas
asparaginowy 1 histydyna. Do pokazania sposobu dokowania substratu uzyto programu
AutoDock. Brak mi jednak informacji jak ten program dziala. Na uznanie zastuguje natomiast
$wietna ilustracja dokowania substratu przedstawiona na rys. 21 1 23. Dla petnej czytelnosci
tego rysunku powinno by¢ wyjasnione stownie znaczenie kodow aminokwasow. Uwaga ta
dotyczy takze innych rysunkow, na ktérych brak jest informacji na temat pokazywanych reszt
aminokwasowych. Na stronie 88 w pierwszym akapicie od goéry Autorka mowi ,,Wyniki
dokowania wskazywaly na obecno$¢ zderzen pomiedzy ligandem (chyba chodzi o substrat —
uwaga moja) a pozycja aminokwasowa 149,...7. Moim zdaniem to sg zawady steryczne. To
samo dotyczy rys. 25.

W kolejnej rundzie analizy in silico Doktorantka wprowadzita dwie mutacje polegajace na
substytucji w odpowiednich pozycjach kwasu asparaginowego i waliny cysteing oraz
izoleucyny i treoniny cysteing w celu wytworzenia mostka disiarczkowego, z podobnym
zamiarem zwezenia wejscia do tunelu acylowego. Wedhig informacji podanej przez mgr D.
Glod, w wyniku tych zmian udalo si¢ osiagnac zwezenie wejscia do tunelu. Zmiany te
zilustrowano na rys. 26 i 27 oraz 28 i 29. Na rys. 30 brak mi wyraznego wskazania miejsca
centrum aktywnego.

Wysoko oceniam takze badania zwigzane z mutageneza ukierunkowana polegajace na
przeprowadzeniu mutacji punktowych (pkt 53.2). Autorka dokonata pieciu mutacji
punktowych przez substytucje nukleotydowe w DNA, co si¢ przelozylo na zmiang
aminokwasu w lancuchu polipeptydowym. Mutacje te potwierdzono na drodze
sekwencjonowania DNA. Uzyskane mutanty zostaly poddane procedurze skriningowej z
uzyciem techniki rozjasniania zelu zawierajgcego _metny” substrat oraz skrining wzgledem
krotko-, Srednio- i1 diugotancuchowych kwasow thuszczowych, a takze skrining wobec
izomeréw cis i trans kwaséw thiszczowych. Pozwolito to na charakterystyke wihasciwoscl
katalitycznych uzyskanych mutantow. Wyniki tych badan zostaty dobrze przedyskutowane.
Generalnie caly rozdzial zwigzany z modelowaniem molekularnym jest bardzo ciekawy i
nowatorski, a przy tym dostarcza duzo informacji na temat konformacji 1 zmian
konformacyjnych zwigzanych z tunelem acylowym i dokowaniem do niego substratu.
Badania te prezentujg bardzo dobry poziom naukowy i stanowia jeden z najwarto$ciowszych
fragmentow tej pracy.

Dla porzadku podaje takze kilka drobnych bledow nomenklaturowych:



W wielu miejscach Autorka uzywa terminu elektroforogramy, zamiast elektroforegramy.
Str. 71 ostatni akapit — stowo transformowano zastapi¢ stowem subklonowano do komorek
kompetentnych.

Str. 96 — ,niutleniajace $rodowisko” zastapic _,warunkami redukcyjnymi”

Cze$¢ wynikowa zamykaja wnioski z badan. Moim zdaniem sg one sformutowane dosy¢
ogolnikowo, cho¢ oddajg istote przeprowadzonych badaf.

Podsumowujac moja oceng stwierdzam, ze praca reprezentuje bardzo wysoki poziom
naukowy, obejmuje duzy zakres badan i zawiera elementy nowosci naukowej. Autorka
wykorzystata nowoczesne metody badawcze, ktore pozwolily na zwigkszenie aktywnoscl 1
enancjoselektywnosci badanego enzymu. Na szczeg6lne uznanie zastuguja badania zwiazane
z inzynieria bialkowa oraz z nowoczesng technika mutacji w oparciu 0 error-prone PCR.

Praca ma wybitnie biotechnologiczny charakter i duzy potencjat aplikacyjny.

Wniosek koncowy:

Biorac pod uwagg wartos¢ naukowa pracy i zawarte w niej elementy nowosci naukowej, a
takze zakres wykonanych badan, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa mgr
Dagmary Gléd w petni spelnia wymagania ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Z.U. z 2003, Nr 65,
poz. 595, z pdz. zm.) w zakresie wymagan na stopief doktorski 1 wnosze o jej dopuszczenie
do publicznej obrony na Wydziale Nauk o Zywnosci Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego.
Biorac pod uwage wysoki poziom naukowy tej rozprawy i jej nowatorski charakter wnioskuj¢

0 jej wyroznienie w trybie wybranym przez Rade Wydziatu.

Prof. dr hab. Wlodzimierz Grajek



