HIRSZFELD INSTITUTE OF IMMUNOLOGY
AND EXPERIMENTAL THERAPY,
POLISH ACADEMY OF SCIENCES

Centre of Excellence: IMMUNE

Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw, POLAND
Phone: (+48-71) 337 11 72, (+48-71) 3709930 Fax: (+48-71) 3372171
www.iitd.pan.wroc.pl

Wroclaw, dnia 6.03.2024
Dr hab. Lukasz f.aczmanski

Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki [ITD PAN

Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Natalii Kopik ,,Wyspecjalizowane rybosomy u
sporulujacej laseczki siennej Bacillus subtilis” wykonanej pod opieka dr hab. Agaty
Starosty.

Laseczka sienna (Bacillus subtilis) jest dobrze zbadanym organizmem modelowym czesto
wykorzystywanym w procesach medycznych, przemysle farmaceutycznym, rolniczym czy
przemystowym. Jest jednym z najczg¢stszych mikroorganizmoéw, ktory wykorzystuje si¢ do
produkcji enzymow, biatek heterologicznych, dodatkow do zywnosci, lekow, witamin czy
antybiotykow. Co wigcej gatunki z rodzaju laseczek mogg by¢ bakteriami tzw. podwojnego
zastosowania, tzn. z jednej strony by¢ wykorzystywane w przemysle, a z drugiej jako
element broni biologicznej czy w atakach bioterrorystycznych. Obecnie np. Bacillus
anthracis bywa powszechnie uzywany do symulacji potencjalnego ataku
bioterrorystycznego. Natomiast w trakcie zimnej wojny byt jednym z wazniejszych
patogendéw broni biologiczne;.

W obecny trend zainteresowania laseczkami wpisuje si¢ praca doktorska Pani Natalii
Kopik. Jej podstawowym celem jest badanie procesu sporulacji w kontek$cie roli jaka
moga odgrywaé w nim wyspecjalizowane rybosomy.

Rozprawa doktorska mgr Natalii Kopik liczy 257 stron, zawiera 20 tabel oraz 107 rycin.
Zostata podzielona na klasyczne cze$ci charakterystyczne dla typowych rozpraw
naukowych, tj. Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz
Bibliografia.
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W pierwszej czesci rozprawy zajmujacej 94 strony doktorantka przedstawila podstawy
teoretyczne opisujace:

1. Wilasciwosci oraz zastosowanie Bacillus subtilis.

2. Przebieg procesu sporulacji.

3. Germinacj¢ spor.

4. Hipotezg wyspecjalizowanych rybosomow.

5. Wybrane paralogi biatek rybosomalnych.

W ocenie recenzenta ta cz¢s¢ $wiadczy o nieprzecigtnej wiedzy Doktorantki na opisywany
temat. Jednakze zostata nadmiernie rozbudowana. Tym bardziej, ze wiele informacji ze
wstepu zostato powielonych w Dyskusji, szczegolnie te dotyczace roli poszczegdlnych
produktéow genéw w badanych procesach. W dysertacji naukowej niezbedne jest aby$Smy
potrafili wybra¢ te aspekty, ktore sa konieczne dla logicznego przedstawienia problemu.
Wstep rozprawy doktorskiej powinien nas wprowadzi¢ w jej tematyke 1 ulatwié
sformulowanie problemu badawczego.

W kolejnej cz¢sci dysertacji Doktorantka przedstawila logiczng hipotez¢ badawcza. Miata
ona zosta¢ udowodniona poprzez okreslenie gtdéwnego oraz trzech szczegdétowych celow.
W nastepnej kolejnosci Doktorantka obszernie opisata wykorzystywane materialy i
metody. Zostaly one pokazane w sposob przejrzysty co §wiadczy o dobry przygotowaniu
Doktorantki do prowadzonych badan. Jednak lektura tego rozdziatu sktania recenzenta do
postawienia kilku pytan:

1. RNA-Seq oraz profilowanie rybosoméw wykonano w dwoéch biologicznych
powtorzeniach. Nasuwa si¢ pytanie dlaczego nie w minimum trzech co jest dobra
praktyka przy tego typu oznaczeniach? Dlaczego oznaczenia zostaly wykonane w
dwoch niezaleznych os$rodkach, takie podej$cie wygenerowato dodatkowo
potrzebe walidacji uzyskanych danych?

2. Dlaczego do deplecji rRNA uzyto zestawu dedykowanego ogdlnie do bakterii, a
nie zestawu typu ,,custom” do deplecji rRNA tego konkretnego gatunku? Poniewaz
genom Bacillus subtilis jest dobrze poznany to optymalizacja takiej metody nie

stanowitaby problemu (wykonuje to np. firma Roche). Przeprowadzona podczas
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pracy badawczej deplecja charakteryzowata si¢ dos¢ niska skuteczno$cig (wg
danych pokazanych w wynikach usuni¢to tylko ok 50% rRNA). Zastosowanie
deplecji specyficznej gatunkowo prawdopodobnie znacznie polepszytoby
wydajnos¢ tego procesu.

3. Prositbym réwniez o informacj¢ dlaczego i na jakiej podstawie zmodyfikowano
protokét RNA-Seq? Czy Doktorantka kierowata si¢ jakimi$ wytycznymi z innych
artykulow badawczych? Wyjasnienie tej kwestii jest szczegoélnie istotne gdyz
zdjecia elektroforezy, ktore zostaly zaprezentowane w Wynikach $wiadcza o nie do
konca optymalnym procesie tworzenia bibliotek RNA-Seq (duzy procent wysoko i
niskoczasteczkowych fragmentow).

4. Dlaczego zastosowano procedur¢ wycinania zelu i oczyszczania bibliotek o bardzo
konkretnej wielkosci? W ten sposdb znacznie obnizono wydajno$¢ uzyskania
bibliotek. Moze to by¢ przyczyna niskiej wydajnosci mapowania odczytow do
sekwencji referencyjnej (8-16% dla RNA-Seq i 7-22% dla RIBO-Seq)

Doktorantka zaplanowata zastosowanie testow statystycznych adekwatnych do
otrzymanych wynikow 1 wyciagneta odpowiednie wnioski. Réwniez poprawnie zostata
przeprowadzona analiza bioinformatyczna. Z ciekawos$ci recenzenta wynika pytanie
dlaczego zdecydowano si¢ uzy¢ do mapowania odczytow do referencji programu STAR
zamiast automatycznie nasuwajacego si¢ HISAT2 lub ewentualnie bowtie2?

Otrzymane wyniki zostaly przedstawione w 15 tabelach oraz na 35 rycinach opisanych na
50 stronach. Wyniki zostalo pokazane w sposob czytelny i nie wymagajacy dodatkowego
komentarza.

W Dyskusji Doktorantka odniosta si¢ do uzyskanych wynikéw oraz skonfrontowala je z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Zrobita to w sposob zorganizowany i
czytelny. Co wigcej na podstawie swoich danych oraz doniesien literaturowych
przedstawila koncepcje mechanizméw tlumaczacych uzyskane wyniki. Zdaniem
recenzenta jest to niewatpliwie najlepiej napisany rozdziat dysertacji. Niestety w koncowej
cze¢sci zabraklo ustosunkowania si¢ do stabszych aspektow przeprowadzonych

eksperymentow (tzw. "limitation”). Taki fragment w dyskusji §wiadczytby o krytycznym
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podejsciu do uzyskanych wynikow oraz o duzej dojrzatosci naukowej doktoranta. Dlatego
szkoda, ze tego zabraklo.

Dyskusja konczy si¢ krotkim podsumowaniem, ktére w duzym stopniu utatwia dobre
zrozumienie prowadzonych badan. Opisane wyniki pozwolily Doktorantce na
sformutowanie 8 konkretnych wnioskow.

W rozprawie doktorskiej mgr Natalia Kopik zacytowala 520 pozycji literaturowych, z
ktorych niestety tylko 91 (17.5%) stanowity opublikowane w ostatnich 5 latach. Co wigcej
sporo jest pozycji, ktore ukazaty si¢ kilkanascie lub kilkadziesigt lat temu. Zdaniem
recenzenta nalezatoby okroi¢ objetos¢ dysertacji pomijajac dawno opisane mechanizmy i
skupi¢ si¢ na omoédwieniu jedynie najnowszych doniesien dotyczacych realizowanego
tematu.

Pani mgr Natalia Kopik jest wspolautorem dwoch doniesien konferencyjnych
mi¢dzynarodowych oraz dwoch krajowych (jedno z wyrdznieniem). Jest rowniez
wspotautorem dwoéch publikacji naukowych w renomowanych czasopismach z Listy
Filadelfijskiej. Prowadzita szereg aktywnosci zwigzanych z poszerzaniem swej wiedzy

(udziat w szkoleniach i kursach) jak rdwniez innych projektach badawczych.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone w Ustawie
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. 22018 r. poz. 1668
z pozn. Zm.). Dlatego wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Natalii

Kopik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Lukasz L.aczmanski
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