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Pt
Identyfikacja, klonowanie i ekspresja nowego genu tag/IIRM z termofilnej bakterii
Thermus aquaticus na podstawie analizy bioinformatycznej sekwencji genomu,
uzyskanej metodami sekwencjonowania nowej generacji

Przedstawiona do recenzji praca stanowi omoéwienie i dyskusje wynikow badan
prowadzonych przez mgr Czajkowska pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Zylicz-Stachuli,
prof. UG w Katedrze Biotechnologii Molekularnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Celem pracy sensu largo bylo znalezienie i scharakteryzowanie pod wzgledem
biochemicznym nowego narzedzia molekularnego do manipulacji DNA, ktore to narzedzie
moze by¢ potencjalnie przydatne w badaniach genomowych, metagenomicznych,
w diagnostyce molekularnej i w inzynierii genetycznej. W szczeg6lnosci Doktorantka
wpracy zajmowala si¢ weryfikacja postawionej wczesniej hipotezy badawczej, ktora
zakladala istnienie w genomie bakterii 7. aquaticus YT-1 ortologicznego genu tagllIRM,
kodujacego biatko RM.Taqlll. W 1984 r. Baker i wspolpracownicy wyizolowali
i scharakteryzowali enzym RM.Taqll oraz wykazali, ze enzym ten rozpoznaje specyficznie
dwie sekwencje DNA 5°-GACCGA-3’ i 5°-CACCCA-3’. Enzym ten posiadal dwie
aktywnosci enzymatyczne: metylotransferazy (MTazg) oraz endonukleazy restrykcyjnej
(REazg). Prace w zespole dr hab. Zylicz-Stachuli doprowadzity do sklonowania genu
taglIRM do bakterii Escherichia coli, przy czym uzyskany w ten sposéb rekombinowany
enzym RM.Taqll rozpoznawat tylko jedng sekwencje, a mianowicie 5’-GACCGA-3". Stad
pojawita si¢ hipoteza, ze mozna przypuszcza¢ iz musi istnie¢ ortologiczny gen, ktérego
produktem jest enzym rozpoznajacy ta druga sekwencje DNA, czyli 5°-CACCCA-3".

Na samym poczatku swojej recenzji chciatbym zaznaczyé, ze cel pracy mimo, ze taki
prosty w zdefiniowaniu, byly bardzo ambitny, pracochtonny i trudny do wykonania ale, co
warto podkresli¢, w calosci zostal zrealizowany. Praca miata charakter multidyscyplinarny
i obejmowata bioinformatyke, mikrobiologie, biologie molekularng, biochemie oraz chemie
analityczng. Doktorantka wykonata ztozong analize bioinformatyczng zsekwencjonowanego
genomu 7. Aquaticus i zlokalizowata gen taglIIRM. Nastepnie sklonowata ten gen do bakterii
E. coli i dokonata jego ekspresji. W dalszej kolejnosci oczyscila rekombinowany enzym
RM.Tagqlll do homogenicznosci funkcjonalnej. W ten sposob uzyskany preparat zostat przez
nig uzyty do potwierdzenia sekwencji DNA rozpoznawanej przez REaze RM.Taqlll 5°-
CACCCA-3". Doktorantka wszystkie eksperymenty wykonala samodzielnie, a jedynie
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w niektorych obszarach korzystala z komercyjnych analiz wykonanych przez zewnetrzne
firmy (sekwencjonowanie nowej generacji). Udzial tych wszystkich zewnetrznych firm zostat
poprawnie odnotowany w pracy.

Na szczegélne podkreslenie zastuguje element nowosci naukowej zaprezentowany
w pracy. Oceniajagc bowiem sam cel pracy i ogdlnie jego realizacje musz¢ powiedzieé, ze
bylem pod wrazeniem nowatorstwa (rowniez w aspekcie stawiania hipotezy), jak i ogromu
pracy, ktéra Doktorantka musiala wlozy¢ aby zrealizowaé ten cel. W szczegdlnosci budzi
podziw zastosowanie rozleglej analizy bioinformatycznej i metod sekwencjonowania nowej
generacjl. Przy czym na pewno oprocz wiedzy i umiejetnosci oraz pracowitosci potrzeba byto
trochg szczescia w tych badaniach, gdyz w sumie postawiona hipoteza zostala
eksperymentalnie potwierdzona, a znalezienie ortologicznego genu i jego produktu
posiadajacego specyficzng funkcje REazy jest na pewno sukcesem w poszukiwaniu nowych
systemow do manipulacji DNA. W tym obszarze zesp6t dr hab. A. Zylicz-Stachuli jak i prof.
P. Skowrona juz odnotowal wiele sukcesow. Obecna praca jest kolejnym, ktory w dalszej
perspektywie moze znaleZ¢ przelozenie na praktyczne zastosowanie.

Uklad pracy:

Na poczatku chciatbym nadmieni¢, ze prace bardzo dobrze czyta si¢ mimo, ze jest
stosunkowo dluga i zawiera ogromna ilo$¢ detali. Praca ma klasyczny ukiad dla tego typu
prac eksperymentalnych. Na poczatku przedstawiony jest zwiezle cel pracy. Mozna nawet
powiedzie¢, ze nazbyt zwiezle bo w punktach. Nastepnie umieszczone jest streszczenie
w j. polskim, po ktérym znajduje si¢ obszerny i bardzo merytorycznie zwiazany z celem
pracy wstep teoretyczny. Po wstepie nastepuje rozdzial przedstawiajgcy materialy a kolejny
przedstawia metody. Przy czym, ten ostatni rozdzial osobno przedstawia metody z obszaru
mikrobiologii, metody wykorzystywane podczas pracy z DNA (w tym sekwencjonowanie
nowej generacji) i metody stosowane podczas pracy z biatkami, jak réwniez osobno metody
z zakresy bioinformatyki. Nastepnie Doktorantka przedstawia rozdzial z wynikami i dyskusjg
z podziatem na poszczego6lne etapy badan. Na koricu jest podsumowanie, spis rysunkow, tabel
1 fotografii oraz spis literatury zawierajacy 102 pozycje. Po spisie literatury znajduje si¢ spis
stron internetowych zawierajacych rézne programy i bazy bioinformatyczne.

W stosunku do ukiadu pracy i jej formalnej zawartosci mam pewne uwagi. Jako
recenzent wielu réznych prac, musz¢ w tym miejscu odnotowaé, ze doktoranci i magistranci
nie potrafig poprawnie opisac¢ jezykowo celu pracy mylac go z zakresem pracy, tak jak to ma
miejsce rowniez w tym przypadku. Celem obecnej pracy bowiem nie bylo, po kolei
wykonanie tych wszystkich zadan jak to zostalo napisane przez mgr Czajkowska na str. 8,
lecz weryfikacja hipotezy badawczej. W celu powinna by¢ przedstawiona ta hipoteza. Jest to
tym bardziej dziwne, ze w podsumowaniu Doktorantka juz wlasciwie przedstawia cel swojej
pracy. Dodatkowo zauwazytem, ze w pracy nie ma streszczenia w j. angielskim. Praca tez nie
zawiera osobnego spisu osiagnie¢ Doktorantki w postaci publikacji czy tez doniesien
konferencyjnych, ktdry to spis znajdowalby sie¢ w samej pracy. Jedynie w podsumowaniu jest
zawarta informacja, ze wyniki pracy zostaly opublikowane, a do pracy doktorskiej na
osobnych stronach dolgczony jest spis dorobku Doktorantki.

Jezeli chodzi o ogodlng oceng poszczegdlnych rozdzialéow to tre$é ich jest bardzo
merytoryczna. Zwlaszcza wstep jest bardzo dobrze napisany i wprowadza czytelnika
w tematyke zarowno enzymow termofilnych jak i generalnie tematyke poszukiwania nowych
enzymOw poprzez analize genomu, transkryptomu i proteomu. Bardzo merytorycznie opisano
rowniez we wstepie systemy RM. Generalnie do tych opiséw nie mam wiekszych uwag. Liste
uwag bardziej szczegétowych i pytan przedstawie ponizej. Rozdziaty dotyczace materiatow
i metod sg bardzo wyczerpujaco napisane. Wszystkie metody sg jasno i przystepnie opisane
jak rowniez cale postgpowanie eksperymentalne jest tak przedstawione, ze inne osoby nie
powinny mie¢ problemdéw z powtdrzeniem poszczegdlnych eksperymentéw. Dobdr metod
Jjest wlasciwy. Na wielu etapach pracy stosowano rézne metody aby ustali¢ jednoznacznie
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odpowiednie dane. Na szczegblna pochwale zastuguje rozlegta analiza bioinformatyczna
i zastosowanie dwoch metod sekwencjonowania nowej generacji. Dopiero zastosowanie tych
metod dato jednoznaczne wyniki oraz m.in. doprowadzito do stwierdzenia kontaminacji
probki badanego DNA.

Na wyroznienie zastlugujg rozdzialy z przedstawieniem i dyskusjg wynikow,
Rozdzialy te sg réwniez bardzo przejrzyscie napisane. Przedstawione dane nie budzg
watpliwosci. Ich prezentacja jest profesjonalna i zawiera bardzo duzo szczeg6léw waznych
z punktu widzenia eksperymentalnego.

W calej pracy znajduje si¢ tez wiele odniesien do Zrodtowej (troche starszej) i biezacej
literatury (wiele prac pochodzi z ostatnich lat) co wskazuje na rozlegla wiedze Doktorantki
w obszarze prowadzonych badan. Przeglad literaturowy i analiza danych w dziedzinie objetej
badaniami jest wnikliwa i $ci$le zwigzana z poszczegdlnymi zagadnieniami podejmowanymi
w pracy doktorskiej.

Warto tez pochwali¢ edytorski aspekt pracy zwigzany z prezentacja rysunkow,
wykresow, schematow oraz tabel. Wszystkie rysunki sa profesjonalnie przedstawione
i posiadaja bardzo dobre opisy, w ktorych tam gdzie jest uzasadnione uzywa sie kolorow dla
ulatwienia czytania informacji. Jezeli chodzi o sam jezyk pracy to jest bardzo poprawny.
Znalaztem jedynie kilka bledow stylistycznych i tak zwanych literdwek, co przy tak dtugim
tekscie jest trudne do unikniecia.

Uwagi i komentarze ogdlne:

Tak jak wspomniatem na wstepie praca jest bardzo ciekawa i nowatorska, a jej wyniki istotne
ze wzgledu na postep wiedzy w dziedzinie tworzenia nowych narzedzi do manipulacji DNA.
Autorce udato si¢ zweryfikowa¢ hipoteze o istnieniu ortologicznego genu faqlIIRM
1 scharakteryzowa¢ jego produkt, ktéry m.in. moze byé nowym narzedziem do takiej
manipulacji DNA. Praca Doktorantki z tego wzgledu niesie duzy element nowosci naukowe;j.
Do tej czesci pracy bedacej dyskusjg i takiego przedstawienia wynikéw nie mam jako
recenzent zastrzezen. Wyniki tej pracy zwlaszcza, ze zostaly juz w czesdci opublikowane
w prestizowym czasopismie Nucleic Acid Research (pozycja 79 w spisie literatury) stanowig
istotny wktad w poznanie i rozwdj narzedzi biologii molekularne;j.

Z obowigzku recenzenta chcialbym jednak zwrdci¢ uwage, ze czytajac prace
znalaztem dostownie tylko kilka réznych miejsc, co do ktérych mam pewne uwagi mniej lub
bardziej szczegélowe (w tym edytorskie).

Uwagi bardziej generalne:

Pytanie generalne? W zwiazku z potwierdzeniem hipotezy o istnieniu genu ortologicznego
oraz w zwigzku z wyizolowaniem jego produktu i potwierdzeniem aktywnosci znalezionego
enzymu RM.Taglll to jakie znaczenie ma to odkrycie i jakie potencjalne praktyczne
zastosowanie widzi Doktorantka?

Strona 95:

Autorka pracy pisze w paragrafie 5.5, ze podczas sekwencjonowania genomu 7. Aquaticus
YT-1 na platformie Pacific Bioscience wykryto kontaminacj¢ probki DNA drugim gatunkiem
bakterii. W dalszych badaniach Doktorantka ustala, ze jest to DNA bakterii Geobacillus
kaustophillus. Cheialem w zwiazku z tym zada¢ pytanie, by¢ moze troche naiwne, czy mozna
na podstawie wszystkich przeprowadzonych badan wykluczyé, Zze znaleziony ortologiczny
gen taglIIRM nie nalezy do wiasnie tej bakterii?



Uwagi bardziej szczegélowe:

Np. Strona 22-24:

Autorka niezbyt poprawnie cytuje publikacje. Np. na stronie 22 wspomina o odkryciu bakterii
I. aquaticus w 1969 r. w parku Yellowstone, ale nie podaje odnosnika literaturowego.
Natomiast np. na str. 23 méwi o wprowadzeniu nazwy plazmid przez Lederberga w 1952 r.,
ale cytuje pracg Wlodarczyka i wspotpracownikéw z 2005 r. Podobnie na str. 24 Autorka
pisze, ze plazmidy liniowe odkryto we wczesnych latach 80-tych, a cytuje prace Meinhardt
1 wspolpracownikow z 1997 r.

Strona 77:

Tytut paragrafu 5.3 oraz informacja poczatkowa w nim zawarta nie jest dos¢ precyzyjna.
Mowa jest o sekwencjonowaniu DNA, ale nie wiadomo czy chodzi o genomowe czy
plazmidowe DNA, czy o oba typy DNA. Moja uwaga wynika z tego, ze w innych paragrafach
jest to przedstawione precyzyjnie.

Spis literatury:

Mimo, ze spis literatury zawiera 102 pozycje to jako recenzent mam pewien niedosyt, ze
w takiej pracy o szerokim aspekcie tematycznym i metodycznym nie ma wiecej odnosnikéw
do literatury. Nie jest to jakis powazny zarzut, ale w pracach doktorskich tego typu raczej do
normy nalezy cytowanie ponad 200 prac.

Generalna uwaga co do przedstawiania stron domowych w spisie:
Odnosniki w spisie literatury do stron domowych czy tez baz danych powinny mieé¢ daty,
gdyz niestety niektore takie pozycje staja sie nieaktualne z czasem.

Podsumowanie:
Pomimo moich pewnych nielicznych uwag krytycznych przedstawionych powyzej,
w wigkszosci edytorskich, wysoko oceniam przedstawiong mi do recenzji prace Pani magr.
Edyty Czajkowskiej. Zwlaszcza duzy wkiad nowosci naukowej i osiggniecie w pehi
postawionego sobie ambitnego celu jest przeze mnie wysoko ocenione. Mozna powiedzie¢, ze
jest to, uzyje stowa ,bardzo zgrabna praca”. Postawiono bowiem hipoteze badawcza
i nastepnie krok po kroku ja weryfikowano stosujac ang. ..state-of-the-art” podejscie — takie
jakie stosuje si¢ w szeroko pojetym $wiecie. Cieszy zatem fakt, ze w Polsce mozna nie tylko
stawia¢ takie ambitne hipotezy, ale méc je zweryfikowaé i osiggniecie to opublikowaé
w prestizowym czasopiSmie z dziedziny. Reasumujac sama praca stanowi dokumentacje
oryginalnych badan prowadzonych przez Doktorantke, ktdre zostaly opublikowane, co
stanowi o wysokich walorach naukowych i duzym wkladzie nowosci naukowej catej pracy.
Moim zdaniem zatem praca doktorska Pani Czajkowskiej catkowicie. spetnia
wymagania stawiane pracom doktorskim w pkt. 13 Ustawy o tytule i stopniach naukowych.
Praca wskazuje takze, ze Doktorantka posiada rozlegla wiedze w szeroko pojetej dziedzinie
biologii molekularnej. W toku realizacji pracy wykazal Ona réwniez umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia skomplikowanych badan naukowych z wykorzystaniem réznych
technik. Z podanych wyzej wzgledéw wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Edyty Czajkowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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