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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Hubisz
pt. Analiza funkcjonalna receptora GerA w przetrwalnikach Bacillus subtifis

Opracowanie niniejszej recenzji zostatlo wykonane zgodnie z uchwata Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdarnskiego o powotaniu mnie na Recenzenta w
przewodzie doktorskim Pani mgr Marty Hubisz, ubiegajacej sie o stopieri naukowy doktora
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Przedstawiona
do recenzji dysertacja doktorska zostata napisana pod kierunkiem Pana prof. dr hab.
Michata Obuchowskiego w Katedrze Biotechnologii Medycznej MWB UG i GUM z udziatem
promotora pomocniczego w osobie Pana dr hab. Adama Iwanickiego.

Niezmiernie istotnymi dia rozwoju nauki sg niektére organizmy, ktére czesto
z bardzo pragmatycznych uwarunkowan staja sie modelowymi. Do tej grupy nalezy
niewatpliwie zaliczy¢ Baciflus subtilis. Sposrod gram-dodatnich bakterii wyrdznia sie ona
zdolnoscig do tworzenia przetrwalnikdw, ktdra stanowi bardzo ciekawg ceche. Wszelkie
aspekty biologii tych struktur przyniosty i ciagle dostarczajg wiedzy na temat regulacji
ekspresji informacji genetycznej, tworzenia ztozonych ukiadéw makromolekularnych, a
przede wszystkim mozliwosci dlugotrwatego przetrwania w anabiozie. Poznanie
funkcjonowania procesdw z nig zwigzanych dostarczy duzo wiedzy z zakresu biolegii
molekularnej, ktdra niewatpliwie zostanie wykorzystana w praktyce. Proces formowania i
kietkowania przetrwalnikéw jest, co prawda, badany od wielu lat, aczkolwiek ciagle skrywa
cate mnostwo tajemnic. Dlatego tez nale?y uznaé wybdr tej tematyki jako wysoce
uzasadniony.

Rozprawa doktorska Pani mgr Marty Hubisz, ktéra stanowi podstawe do ubiegania
si¢ o stopier naukowy doktora w dyscyplinie nauki biologiczne, ma charakter monografii
stanowigcej oryginalne osiagniecie naukowe. Ma ona postaé maszynopisu w uktadzie
typowym dla tego typu opracowan z podziatem na wstep, cel pracy, wyniki, dyskusje oraz
materiaty i metody. Précz tego na poczatku zamieszczono streszczenia w jezykach polskim
i angielskim, zas na koficu bibliografie i zataczniki.

Cze$¢ eksperymentalna pracy jest poprzedzona bardzo ciekawym wstepem
wprowadzajacym czytelnika we wszystkie istotne aspekty odnoszace sig do
przeprowadzonych badan. Zostal on opracowany, w przewazajacej wiekszosci, na
podstawie najnowszej literatury, co wskazuje na bardzo dobrg znajomosé zakresu
tematycznego prowadzonych przez Autorke badan i odpowiednie przygotowanie do pracy
badawczej. Na szczegding uwage zastuguje jezyk wypowiedzi wskazujacy na bardzo duze
zainteresowanie Dyplomantki tg tematyka i Jej predyspozycje dydaktyczne.

Na podstawie danych literaturowych Doktorantka sformutowata bardzo ogdlny cel

gtéwny dotyczacy zgtebienia biologii receptora GerA, ktdry doprecyzowata w postaci trzech
celdw szczegotowych. Poszczegbine, opisywane w rozdziale nr 3 ,,Wyniki”, uzyskane przez
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Pania mgr Marte Hubisz rezultaty badari poprzedzone sa kazdorazowo wstgpem
teoretycznym wprowadzajacym czytelnika w kontekst obecnego stanu wiedzy wraz z
krytycznym ich komentarzem uzasadniajacym podigte dziatania. Taki sposob interakcji z
czytelnikiem ma swoje niewatpliwe zalety. Aczkolwiek, poniewaz podrozdziat nr 3.1 nie
zawiera opisu zadnych oryginainych wynikéw uzyskanych przez Dyplomantke uwazam, ze
powinien w ramach struktury manuskryptu byé potaczony z podrozdziatem 3.2. W ramach
przygotowan do whaéciwego eksperymentu Doktorantka przygotowata konstrukt
genetyczny zawierajacy sekwencje operonu gerA z sekwencjami flankujgcymi oryginalne
lokus gdzie poszczegdlne sekwencie kodujace zostaty pofgczone ze znacznikami (gerAA-
FLAG, gerAB-HA, gerAC-cMyc; plazmid pEZBMOS5). Przygotowanie takiego konstruktu
genetycznego $wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu przez Panig mgr Hubisz warsztatu
inzynierii genetycznej, nie tylko w zakresie czynnosci laboratoryjnych, ale przede
wszystkim analizy sekwencji, znajomosci sygnatéw regulatorowych, doboru endonukleaz
restrykcyinych 1 projektowania starteréw. Opracowanie samej koncepcji takiego
konstruktu genetycznego wymaga duzej wiedzy. Szkoda, ze Dyplomantka nie umiescita w
pracy projektu tego zmodyfikowanegoe focus (wraz z lokalizacja usunietych i
wprowadzonych motywdw: RBS, kodondéw start/stop, sygnatow terminacji transkrypcii,
miejsc fuziji sekwencji, itp). Przygotowany konstrukt w wektorze ptazmidowym pozwolit
uzyskaé genetycznie modyfikowany szczep BZBMO1 dia celdw dalszych badaf. Waznym
pytaniem, na ktére nie znalaztem odpowiedzi w tekscie pracy jest kwestia ile
rekombinantéw zregenerowano po transformacji i czy powstata modyfikacja genetyczna
zostata zweryfikowana poprzez sekwencjonowanie? Czy w procesie ligacji nie zaszly jakies
nieoczekiwane zmiany w sekwencji mogace zaburzyC szeroko pojety proces ekspresji tej
informacji genetycznej. Przetrwalniki zmodyfikowanego szczepu BZBMO1 nie wykazywaty
zdolnoéci kietkowania co pozwala sadzié, Ze wprowadzone w strukture biatek receptora
GerA znaczniki zaburzaja, jego funkcjonowanie. Ten etap badai pozostawia maty niedosyt,
wynikajacy z faktu, ze Doktorantka nie podjgeta proby zebrania innych informacji
wykorzystujac uzyskany szczep. Jedynie wigczyla go do ostatniego cyklu badan
dotyczacych analizy poziomu transkrypcji sekwencji kodujacych biatka receptora metoda
gPCR.

Kolejnym zadaniem badawczym, ktérego rozwigzania podjeta sig Pani mgr Marta Hubisz
byto wyjasnienie znaczenia konserwowanego motywu VPFP (323-326) w biatku A
receptoréw GerA, GerB | GerK. Motyw PFP (324-326) biatka GerAA byl juz wczesniej badany
{Mongkolthanaruk et al., 2011). Dyplomantka jednak zdecydowata sig na ponowng analize
tej pozyciji w kontekécie krytycznej analizy literatury. Jej wybor potwierdzony zostat
uzyskanym wynikiem symulacji wplywu pojedynczych substytucii aminokwasowych na
funkcje biatka (serwis SNAP2). Dlaczego (@ moZe czy nadal) uwaza ten motyw
(wystepujacy w domenie klasyfikowanej jako transbtonowa, UniProt) za ciekawszy od takze
zakonserwowanego motywu REAG (342-345; Rycina 9 i S1) o rownie wysoce
prawdopodobnym znaczeniu (SNAP2)? Aby zweryfikowac hipoteze o wptywie rozmiaru
reszty aminokwasowej wprowadzonej w pozycje 324 biatka A skonstruowata cztery
mutanty (BMHP324A, BMHP324S, BMHP324G i BMHP324F). Juz na etapie preparatyki
Dyplomantka dostrzegta réznice fenotypowe wynikajace z wprowadzonych mutacji, ktore
dotyczyly heterogennoéci populacji przetrwalnikow. Jest to kolejny ciekawy aspekt badar
pozostawiony bez kontynuacji, a w mojej ocenie warty lepszego poznania chocby w
zakresie iloéciowej analizy obrazéw mikroskopowych. Idealnym rozwigzaniem byloby
jednak podjecie sie rozdzielenia na frakcje (sortowanie) poszczegobinych morfotypow
przetrwalnikéw oraz sprawdzenie czy ich proporcje utrzymuja sig w czasie
przechowywania.

Nastepnie Doktorantka analizowata wydajnos¢ kietkowania poszczegdlnych mutantow
wzgledem szczepu referencyjnego (BAG17). W opisie wynikéw pojawia sie pewna
niedcistodé. Przetrwalniki z mutacig P324A kietkowaty, w Jej ocenie, najwydajniej w
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obecnodci 10mM L-alaniny. W nastepnym zdaniu zawarta jest informacja, ze pozostate
mutanty kietkowaty z poréwnywalng wydajnoécia do szczepu referencyjnego. Przy czym w
kolejnym, z tej grupy wykluczone zostaly jednak mutanty P324S i P324G. Sadze, ze analiza
statystyczna lub chociaz uwzglednienie na wykresie stupkéw btedéw wzmocniloby ta
subiektywngq interpretacje wartosci pomiarowych. Podobne postepowanie proponowatbym
w odniesieniu do kolejnych prezentowanych wynikéw (Ryciny 15-20). Liczne szczegdtowe
analizy kietkowania wykazaty, ze mutacje P324S i P324G biatka A receptora GerA wpiywaijg
takze na dziatanie pozostatych receptordéw kietkowania i wydajnosé kietkowania
niezaleznego od receptordw. Za szczegolnie ciekawy wynik uwazam zaobserwowane
réznice w kietkowania mutanta P324G w obecnodci L-, D-alaniny i L-waliny oraz P324G w
obecnosci D-alaniny. Na Rycinie 16A szczegdlnie dobrze widoczne sg réznice w kinetyce
kietkowania (uwalniania DPA) poréwnywanych szczepdw. Czy wynikaé to moze z roéznic w
kooperatywnym oddziatywaniu z innymi receptorami czy zaobserwowanej heterogennosci
generowanych przez mutanty przetrwalnikéw (Podrozdziat 3.3.4)?

Ostatnim zadaniem badawczym, ktdre zrealizowaia Pani mgr Marta Hubisz byta analiza
porédwnawcza poziomdow transkryptéw w wybranych szczepach w trakcie inicjacji sporulacji.
W tym celu Doktorantka opracowata i zoptymalizowata metode multipleks-qPCR, ktdra
mozna uznaC za jedno z najdokiadniejszych narzedzi mogacych zostad wykorzystane do
tego celu. Uzyskane wyniki znormalizowanych pozioméw transkryptéw gerAA, gerAB i
gerAC (wzgledem sigA) dla badanych szczepéw wykazujg duze zréznicowanie ekspresji
zarowno pod wzgledem poziomu jak i profilu czasowego oraz organizacyinego
poszczegolinych ORF. Doktorantka szczegbtowo opisuje zaobserwowane réznice, wskazuje
na kontekst genetyczny, antysensowny transkrypt S1275 oraz zmiany kodondéw jako
potencjalne przyczyny zréznicowanego poziomu transkryptow. Przy czym nie zgadzam sie
z Jej stwierdzeniami: ,Biorac pod uwage geny operonu gerd w wariancie typu dzikiego,
poziom ekspresji genow operonu gerA w szczepie BAG17 jest najnizszy w porownaniu do
szczepow PY79 | 168" oraz ,Szczep BZBMOL réwniez zawiera geny operonu gerA w
wariancie typu dzikiego” - kwalifikujacymi jako typu dzikiego szczepy: BAG17 (168 AgeraA
thrC: :gerAB-gerAC amyE::gerAA) | BZBMO1 (BAG13 gerAA-FLAG-gerAB-HA-gerAC-cMyc).
Jednoczesnie prosze o przedstawienie podczas obrony pracy szerszej dyskusii odnosnie
potencjalnych czynnikéw (biologicznych jak i metodycznych) mogacych powodowad
uzyskanie profilu ekspresji, ktéry ,..jest o tyle nieoczekiwany, poniewaz dotychczasowa
literatura na temat receptora GerA zaktada réwnocenna ekspresje genéw operonu” (brak
cytowania literatury Zzrédtowej; str. 65 manuskryptu).

Pani mgr Hubisz w dyskusji przedstawita ciekawe interpretacje wynikdw swoich
badan i hipotezy dotyczace wplywu wygenerowanych substytucji aminokwasowych na
funkcjonowanie receptora GerA. Przy czym nie podzielam Jej uwagi odnosgnie potencjalnego
wptywu mutacji kompensujacych atbo promujacych nadaktywny fenotyp (str. 69 i 71
manuskryptu). Takie zdarzenia sa tatwe do weryfikacji i mogty zosta¢ wykonane w ramach
tej pracy. Jednoczesnie teorig mutacji ttumaczy defektywny fenotyp szczepu BZBMO1. W
pracy nie ma wzmianki o weryfikacji sekwencji transgenu ani potwierdzenia jego ekspresiji
na poziomie biatka. Wskazanym byloby aby tekst pracy zwieficzylo podsumowanie
zawierajace wnioski wysnute z wynikow zrealizowanych celéw badawczych.

Nalezy mie¢ na uwadze, ze recenzent dokonuje oceny majac do dyspozycji, z
perspektywy czasu, czqsto o wiele szerszy zaséb wiedzy niz ten ktérym operowata
Doktorantka. Informacje zdobywane byly przez Nig z badari wtasnych i pojawiajacych sie
na biezaco publikacji innych zespotdw sukcesywnie na przestrzeni catego czasu
wykonywania pracy badawczej — niejednokrotnie kilku lat. Dlatego tez niektérych moich
uwag nie nalezy rozpatrywad jako krytyki negatywnej a jedynie przyczynku do dyskusii.
Przedstawiony cyki badan stanowi nowe i znaczace osiagnigcie naukowe, ktdry nalezy
uznac za istotny wktad w badang dziedzing nauki. Jednoczesnie wskazuje liczne éciezki
badawcze wynikajace z uzyskanych przez nig wynikow.
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Metodyka badah zostata prawidtowo dobrana i w odniesieniu do wigkszosci
przypadkéw wystarczajaco opisana. Najwiekszym zarzutem wzgledem metodyki jest brak
analizy statystycznej niektérych wynikow. Przekazany do recenzji manuskrypt jest bardzo
dobrze napisany i starannie zredagowany. Czyta si¢ go bardzo przyjemnie. Zawiera
nieliczne btedy o charakterze edytorskim, ktére z racji obowigzkéw recenzenta zmuszony
jestem wskazaé. Ryciny 1, 3, 4 i 23, oraz tabela 1 (opisy tabel powinny by¢ zlokalizowane
nad tego typu obiektem) nie majg odnodnikow w tekscie pracy. W tabelach
przedstawionych w ramach rycin 8 i 14 okreslenie ,warto$¢ spadku” zostato niepoprawnie
uzyte - zacytowane liczby przedstawiajg wartos¢ wzglgdem poziomu wyjsciowego (70}, a
nie roznice wartoécl. Zastosowane sg takze skroty mysiowe np. ,...diugi (2,6kpz) fragment
poprzedzajacego go biatka LiaR...” - 3’'UTR nie jest fragmentem biatka tylko kodujacego go
transkryptu. W wielu miejscach brak odnoénikéw do literatury Zrédtowej cytowanych
wynikéw obcych. Aczkolwiek btedy te nie majg charakteru merytorycznego i nie wptywaig
na moja pozytywna oceng przedstawionej do recenzji dysertacji.

Uzyskane przez Panig mgr Marte Hubisz wyniki badan i ich interpretacja stanowig
nowos¢ | znaczny wkiad w dyscypline nauk biologicznych. Majg one duze znaczenie dia
zrozumienia proceséw zwigzanych z  funkcjonowaniem receptoréw  kietkowania
przetrwalnikéw bakteryjnych. Bardzo ciekawa i doglebna dyskusja potwierdza szerokg
wiedze Doktorantki w poruszanej przez Nig tematyce. Rolg recenzenta jest krytyczne
spojrzenie na prezentowane badania oraz wskazanie mozliwosci ich poszerzenia |
udoskonalenia. Przediozona do recenzji prace doktorska Pani mgr Marty Hubisz
przeczytatem z duzym zainteresowaniem. Stwierdzam, Ze spetnia ona wymagania formalne
stawiane rozprawom dysertacyjnym na stopien doktora.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny dysertacja spetnia ustawowe wymogi
okredlone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595, z pdzn.
zm.). W mojej ocenie Doktorantka osiggneta stopier dojrzatosci naukowej uprawniajacy Ja
o ubieganie sie o stopien doktora. W zwigzku z tym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Gdarskiego o przyjecie tej pracy i dopuszczenie Pani mgr Marty
Hubisz do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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