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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdy Furmaniak
»Jadalne cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira - genetyka, fizjologia i

bezpieczenstwo stosowania jako produkt pochodzenia naturalnego”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Magdy Furmaniak zostata
wykonana pod opiekg pana dr hab. Krzysztofa Walerona, i zrealizowana w Katedrze i
Zakfadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Praca
doktorska byta wykonywana w ramach kilku projektow bileteralnych pomiedzy Polska i
Belgia, oraz finansowana takze z dotacji projakosciowej Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (KNOW) dla Wydziatu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego.

Praca pani mgr Magdy Furmaniak dotyczy analizy genomowej cyjanobakterii (czyli
sinic) z rodzaju Arthrospira, powszechnie znanych pod nazwg Spirulina z powodu ich
przydatno$ci do spozycia oraz wielorakich aktywnosci prozdrowotnych.

W erze powszechnej antybiotykoopornosci bakterii, nauka poczynita pewna zmiane
kierunku w poszukiwaniu nowych aktywnosci bakteriobdjczych. Nastepuje obecnie,
systematyczna eksploracja réznych siedlisk, a zwilaszcza tych, w ktérych panujg
ekstremalne warunki do zycia, jak tropiki i rejony arktyczne. Rezerwuary wodne tych
rejondw wykazujg niezwykta bioréznorodnos¢é mikroorganizméw, w tym nowych gatunkoéw
bakterii i bakteriofagdw, a takze cyjanobakterii. Zainteresowanie tymi organizmami
doprowadzito do odkrycia ich nieznanych dotad wiasciwosci oraz jest zrédtem wiedzy o ich
biologii. W nowoczesnych badaniach analiza sekwencji genomowych i identyfikacja
nieznanych dotad genow jest czesto pierwszym etapem na drodze do poszukiwan nowych

aktywnosci enzymatycznych oraz wykrywania substancji biologicznie czynnych. Ponadto w



dobie powszechnie przyjetej praktyki utrzymywania strategii pro-ekologicznych w zywieniu i
suplementowania diety, warto weryfikowaé wiarygodnosé stosowania pewnych substanc;ji
bioaktywnych, czy tez catych mikroorganizméw, tak jak w tym przypadku, stosujac naukowa
metodologie. Dlatego przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest interesujgca i
wpisuje sie w nurt bardzo aktualnych badan.

Przedstawiana rozprawa doktorska liczy 190 stron, w tym 42 strony aneksu
zawierajgcego ryciny i tabele oraz 164 pozycje literaturowe. Praca zostata napisana w
poprawnym uktadzie tekstu typowym dla eksperymentalnych prac doktorskich w rozdziatami
w nastepujacej kolejnosci: tytut pracy, spis tresci, cele pracy, streszczenie w jez. polskim i
angielskim, wstep, materiaty, metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie z wnioskami
koncowymi oraz spis literatury.

Doktorantka nakresla Cele pracy w postaci kilku zadan badawczych, ktére mozna
podzieli¢ na dwa typy: 1) tych zwiazanych z analizg in silico, tj. analiza genomow i
transkryptomu Arthrospira z uwzglednieniem stopnia konserwacji jednostek genetycznych
dla systemow obrony przed inwazyjnym DNA,; 2) tych zwigzanych z klasycznymi technikami
mikrobiologicznymi stosowanymi w ocenie czystosci i identyfikacji bakterii w preparatach
spozywczych Arthrospira, zwanych pod nazwa handlowa Spirulina.

W liczgcym 29 stron Wstepie pani mgr Magda Furmaniak na podstawie przegladu
danych literaturowych przedstawia wybrane zagadnienia zwigzane z o0go6lng
charakterystyka cyjanobakterii, a nastepnie skupia sie na rodzaju Arthrospira. Opisuje ich
morfologie, fizjologie, miejsca ich naturalnego wystepowania, a takze metody hodowania
oraz ich wykorzystanie w biotechnologii i przemysle spozywczym. Porusza réwniez
problematyke zwigzang z klasyfikacjg taksonomiczng cyjanobakterii i podaje obecng
przynaleznos¢ systematyczng Arthrospira. Zaskakujgcym faktem jest to, ze mimo, iz
cyjanobakterie sa najbardziej rozpowszechniong grupg fototroféw na Ziemi to obecnie
dostepnych jest niewiele catkowicie zsekwencjonowanych ich genomoéw. W dalszej czesci
autorka scharakteryzowata bakteryjne systemy ochrony przed inwazyjnym DNA, tj. systemy
restrykcyjno-modyfikacyjne oraz CRISPR. Te cze$¢ pracy oceniam bardzo dobrze. Rozdziat
ten jest napisany zwieztym jezykiem, klarownie z dobrze zorganizowanymi podrozdziatami.
Przedstawione zagadnienia poparte sg licznie cytowang literatura.

W obszernym rozdziale Materiaty i Metody Autorka w sposob syntetyczny opisuje
prawidtowo dobrane zastosowane metody, kiére mozna podzieli¢ na: bioinformatyczne,
mikrobiologiczne oraz techniki biologii molekularnej, co jako przyjeta w $wiecie nauki

zasada, pozwala na ich powtérzenie przez niezaleznych badaczy. Niektére metody opisano



zbyt szczegotowo, a mozna byto powotac sie na instrukcje dostepne u producentéw tych
zestawéw komercyjnych.

W  kluczowym rozdziale Wyniki Autorka najpierw przedstawia zgromadzony
wyjsciowy materiat biologiczny w postaci 18 szczepow Arthrospira przeznaczonych do
badan. Nie jest dla mnie jasne, na jakiej zasadzie Doktorantka wyselekcjonowata sposréd
nich 5 szczepéw, ktérych genomowy DNA poddano sekwencjonowaniu. Pisze o pewnych
genotypach, ktére reprezentuja, ale nie zostato to dostatecznie wyjasnione. Brakuje tu
odniesienia do danych literaturowych lub zawarcia informacji o genotypach w Tabeli 1 lub 9.
Ponadto, jeden z wyselekcjonowanych szczepow (Arthrospira sp. 09.13F) nie jest
wymieniony, ani w Tabeli 9, ani w Tabeli 1 rozdziatu Materiaty. Domys$lam sie tylko, ze owe
genotypy moga reprezentowac rozne klastry ITS (ang. Internal Transcribed Spacer).
Zamieszczona Tabela 9 pokazuje tzw. wspofczynniki czystosci DNA (260/280nm)
osiggniete dla wyizolowanego DNA, ale Doktorantka w zaden sposéb sie do nich nie
odnosi. Czy o wyborze szczepu do sekwencjonowania DNA decydowat rowniez ten
wspotczynnik? Jesli tak, to tylko dwa preparaty DNA spetniaty kryteria czystosci (~1,8),
czemu zatem sekwencjonowaniu poddano DNA o niskich wspétczynnikach czystosci jak np.
0,18 w przypadku szczepu Arthrospira fusiformis CCALA0237? Jaki moze mie¢ to wplyw na
reakcje sekwencjonowania od strony technicznej?

Sekwencjonowanie genomowego DNA dla 5 szczepdéw przeprowadzono w systemie
lllumina HiSeq, a nastepnie odczyty DNA skfadano z uzyciem programéw podanych w
rozdziale Metody. W tym czasochtonnym etapie Doktorantka aktywnie uczestniczyta, co
prawdopodobnie poprzedzone byto specjalistycznymi szkoleniami w tym zakresie.
Nastepnie Autorka dokonuje analizy 5 zsekwencjonowanych genoméw oraz 8 innych
genomow Arthrospira dostepnych z baz danych pod katem obecnosci genoéw kodujgcych
systemy restrykcyjno-modyfikacyjne i systemy CRISPR. Przedstawia zbiorcze tabele
wskazujace na liczng obecnos¢ obu tych systemoéow w kazdym z analizowanych genomow
(Tabela 11, 12, 13). Doktorantka réwniez prezentuje organizacje genetyczng operondéw
CRISPR/Cas z okresleniem typéw wydzielonych wg pracy Makarova et al. 2011. Na
Wykresie 1 prezentuje liczbe loci systeméw CRISPR dla sekwencjonowanych genomow
Arthrospira na tle innych cyjanobakterii. Wykonuje tez drzewa filogenetyczne na podstawie
analizowanych sekwencji, co doprowadza do ciekawego wniosku o wystepowaniu
wyraznego rozdziatu Arthrospira na dwa klady, ktére odpowiadajg klastrom | i Il wobec
klastra Il. Dalej Autorka wykonuje podobne analizy dla genéw zaangazowanych w synteze

metabolitéw wtornych oraz dla fragmentow DNA niosgcych geny profagow.



Prébuje znalez¢ korelacje pomiedzy przynaleznoscig Arthrospira do odpowiednich klastréw,
a obecnoscig szukanych determinant genetycznych. Do tej cze$ci Wynikow mam
nastepujgce pytania: ciekawi mnie, jak Autorka okreslita specyficznosé systemow R-M Typu
I, tzn. jakie sekwencje rozpoznajg? Opisana metoda (6.5.2.2) tylko czes$ciowo odpowiada
na to pytanie i sugeruje kryterium 50% identyczno$ci na poziome aminokwasowym.
Generalnie endonukleazy restrykcyjne odznaczajg sie bardzo niskim poziomem
podobienstwa w sekwencji aminokwasowej (nawet ponizej 20%) dla enzymow o tej samej
specyficznosci. Odwrotnie jest z genami réznych metylotransferaz DNA (o innych
specyficznosciach), ktére sg bardzo podobne w sekwencji aminokwasowej. Brakuje mi
takze w tekscie komentarza Autorki, dlaczego wiele szczepow posiada gen endonukleazy
restrykcyjnej, np. Sacl, przy jednoczesnym braku genu pokrewnej metylotransferazy DNA
(Tabela 12). Wiemy, ze taki uktad jest letalny. Czy Autorka sprawdzata funkcjonalno$¢ tego
genu poprzez badanie aktywnosci enzymu w lizacie Arthrospira?

Wyniki zwigzane z analizg poziomu ekspresji genéw systemow R-M i CRISPR w
warunkach promieniowania gamma s3a dla mnie najmniej jasne z catego rozdziatu.
Odnosnie tych wynikbw mam wiele pytan. Jaki zwigzek ma fakt jonizujacego
promieniowania niszczgacego strukture DNA na poziom ekspresji gendéw kodujacych biatka
obrony przed inwazyjnym DNA? Czy byly jakie$ przestanki, aby spodziewaé sie zmiany w
ekspresji tych genow? O czym moze $wiadczy¢ obnizony lub podwyzszony ich poziom?
Prosze tez o komentarz, jesli chodzi o zastosowane dawki promieniowania, jaka dawka jest
letalna dia Arthrospira? Bakteria Deinococcus radiodurans jest w stanie przezy¢ dawke
5000 Gy, ale nie Escherichia coli, a ta dawka uzyta byta w eksperymencie jako dawka
warunkujgca stres u Arthrospira. Mato jest tez informacji dodatkowych o analizach
transkryptomicznych, ale niezbednych do interpretacji wynikow, jak np. o walidacji wynikéw
poprzez ilosciowy PCR na matrycy cDNA (tzw. g-RT-PCR) etc. Tabela 1 (aneks 3)
sumujaca wyniki nie pokazuje jednoznacznie korelacji w ekspresji gendéw wraz z dawka
promieniowania.

W  kolejnym  rozdziale  Autorka  weryfikuje  funkcjonalno$¢  uprzednio
zidentyfikowanych genéw metylotransferaz DNA nalezgcych do Typu Il in silico, metodami
eksperymentalnymi z uzyciem komercyjnych enzymdw restrykcyjnych. Na podstawie
analizy Fotografii 18-24 Autorka uwaza, ze wszystkie testowane enzymy sg aktywne, gdyz
,brak produktéw ciecia enzymami restrykcyjnymi DNA genomowego” (cyt. str. 105) uzytego
do reakcji. W mojej opinii jako$¢ fotografii nie pozwala na takg interpretacje. Przy aktywnej

metylotransferazie, genom powinien by¢ catkowicie zmetylowany i oporny na trawienie



pokrewnym enzymem restrykcyjnym. Zatem prazek odpowiadajacy genomowemu DNA
powinien by¢ identyczny w przypadku nietrawionego, jak i trawionego enzymem
restrykcyjnym. Tymczasem, obraz na zelach jest catkowicie inny np. Fot. 21 lub 22; $ciezki
17 118; lub 191 20. Po dziataniu enzymoéw, DNA wyglgda na catkowicie zdegradowany. Jak
zatem Autorka to ttumaczy? Ponadto, w niektorych przypadkach kontrolna specyficzna
fragmentacja substratowego DNA faga lambda nie jest widoczna. Fotografie
dokumentujace te wyniki bytyby znacznie bardziej czytelne, gdyby zastosowano ich typ
negatywowy. Ponadto, ciekawi mnie dlaczego nie préobowano weryfikacji funkcjonalnosci
endonukleaz restrykcyjnych dla systemoéw R-M Typu [I?

W drugiej czesci Wynikow Autorka poddata analizie preparaty komercyjne
zawierajgce Arthrospira. Na podstawie analiz wariantéw ITS z uzyciem reakcji PCR,
stwierdzita, Zze tylko jeden zawiera jednorodng mase cyjanobakterii, inne stanowig
mieszaning wielu szczepow. W mojej opinii, Fotografie 26, 27, 28 sg mato czytelne, aby
potwierdzi¢ konkluzje Autorki. Na og6t nie widac réznic miedzy kontrolg pozytywng i
negatywna na analizowanym wydruku (Fot. 26, czy 27). Dodatkowo na Fot. 29 zaznaczono
sciezki od 1 do 13, a opisano tylko 7. W dalszej kolejnosci Autorka poddata preparaty
testom mikrobiologicznym i wykazata obecno$¢ szczepéw bakteryjnych, w tym
Staphylococcus. Wykazata zanieczyszczenia preparatéw Spiruliny nawet do wartosci
powyzej 2x107 bakterii na 1 gram masy preparatu. Doktorantka takze okreslita bakterie
symbiotyczne, tzw. szczepy towarzyszace wzrostowi Arthrospira, jak Halomonas, Bacillus,
Rhodobaca, Roseinatronobacter, czy inne nieznane gatunki. Sg to bakterie niezwykle
ciekawe, bo do optymalnego wzrostu potrzebuja wysokiego pH, jak bakterie purpurowe
rodzaju Rhodobaca, czy wysokiego zasolenia, jak Halomonas. Doktorantka wykonata dla
nich analizy filogenetyczne. Ta czes¢ wynikow wydaje sie bardzo cenna z uwagi na nowe
informacje o biologii cyjanobakterii tego rodzaju.

Podsumowujgc rozdziat Wyniki, mam wrazenie, ze Autorka opisata wszystkie
eksperymenty i projekty, ktére prowadzita, bez dokonania niezbednych redukgiji.

Rozdziat Dyskusja jest napisany juz duzo lepiej. Autorka swoje wyniki i obserwacje
krytycznie zestawia z danymi literaturowymi i wiasciwie przedyskutowuje, co $wiadczy o
dobrej orientacji w badanej dziedzinie. Swojg wiedze wykorzystata tez przygotowujgc prace
przegladowa w bardzo dobrym czasopismie Frontiers in Microbiology, w ktorej jest
pierwszym autorem.

Autorka wykonata wiele badan w kierunku identyfikacji jednostek genetycznych

wyspecjalizowanych w degradowaniu obcego DNA, pojawia sie zatem pytanie, co wiadomo



o cyjanofagach jako nosnikach obcego DNA? Autorka poswieca jeden, maty akapit na
temat fagoéw Arthrospira, ale czy wiadomo cos jeszcze o fagach sinic?

Rozdziat Podsumowanie i Wnioski Koncowe streszcza osiggniete cele naukowe
w dziewieciu punktach. Jednak nie wszystkie konkluzje sg adekwatne, w mojej ocenie.
Przyktadem tego jest stwierdzenie, ze ,zidentyfikowane metylotransferazy typu Il sa
aktywne, co potwierdza wzmozong aktywnos¢ systemdw obrony przed egzogennym
DNA...”. Aktywnos¢ metylotransferazy DNA nie determinuje efektywnos$ci catego systemu
R-M w ochronie gospodarza, a funkcjonalno$é¢ endonukleaz restrykcyjnych nie byta badana.
Kolejny wniosek ,cze$¢ z wilasciwosci biomasy Arthrospira moze zostaé utracona w
procesie produkcyjnym” réwniez nie zostat wiadciwie weryfikowany, gdyz w
eksperymentach nie uzywano kontroli pozytywnej w postaci ekstraktu nie pochodzgcego z
komercyjnego preparatu. Sama Autorka wspomina o konieczno$ci zastosowania takiej
kontroli (str. 116). Podobnie ostatni punkt nie byt weryfikowany eksperymentalnie w
uzyciem wiasciwych kontroli.

Jesli chodzi o sposob przedstawienia rozprawy doktorskiej od strony formy
jezykowej, oceniam, iz praca zostata napisana niestety tylko na ogé6t poprawnym jezykiem.
Nie moge niestety pochwali¢ stylu pisania. Niescisto$ci jezykowe wystepuja bardzo czesto,
nawet w tytule rozprawy. Doszukatam sie bardzo wielu uchybien edytorskich, przypadkéw
uzycia zargonu laboratoryjnego, a nawet kilka razy powtarzanego btedu ortograficznego.
Autorka wielokrotnie, niefortunnie uzywa poje¢ z jez. angielskiego, dla ktérych istniejg
stosowne odpowiedniki w jez. polskim, np. ,zakontaminowanie hodowli” (str. 22) zamiast
poprawnego ,zanieczyszczenie hodowli’; ,sekwencje spacer” (str. 32, 33) zamiast
.Sekwencje rozdzielajgce”; ,dziatanie inhibitujgce” (str. 38) zamiast dziatanie hamujace;
,assembling” (str. 61) zamiast skfadanie sekwencji DNA. W kilkunastu miejscach (np. str.
14, 29, 79, 104) natknetam sie na powszechny niestety btgd w odmianie stowa ,DNA”, ktory
wystepuje w jez. polskim w rodzaju meskim, dlatego poprawnie piszemy ,DNA genomowy”,
a nie ,DNA genomowe”, etc. W bardzo wielu miejscach autorka ma problem z uzyciem
adekwatnych okreslen, jak np. z opisywaniem réznego poziomu ekspresji genow. Uzywa
okreslen: np. ,delikatna nadekspresja” oraz ,wyzsza nadekspresja” (str. 103),
nadeksprymowana oraz supresowana (str. 121), a przeciez wyrazenia ,supresja’, czy
,hadekspresja genu” majg zupeinie inny sens terminologiczny niz ten w opisywanym
kontekscie. Autorka uzywa niefortunnych wyrazen: ,efektowna metoda transformacji® (str.

117), ,wiek hodowli” (str. 79), ,amplifikacja.....biatek zwigzanych z systemami...” (str. 104).



Autorka rowniez nie stosuje nomenklatury w zapisie nazw systemow R-M (Roberts et. al.,
NAR, 2003).

Pomimo moich wielu uwag krytycznych dotyczacych réznych aspektéw
recenzowanej pracy chce podkreslié, ze jest ona wartoSciowa i wnosi pewien wktad w
rozwdj nauki. W mojej opinii najwazniejszymi jej osiggnieciami sa:

a) poznanie sekwencji 5 nowych genomoéw rodzaju Arthrospira izolowanych z réznych
kontynentow
b) wstepna rewizja taksonomiczna badanych przedstawicieli rodzaju Arthrospira i
wykazanie istnienia dwdch gtéwnych kladéw, ktére mogg reprezentowa¢ dwa
gatunki Arthrospira
c) okreslenie rodzajéow bakterii, w tym bakterii ekstremofilnych towarzyszacych
wzrostowi Arthrospira
d) okreslenie, ze komercyjne preparaty Spirulina stanowia mieszanine réznych
rodzajow oraz, ze zawierajg zanieczyszczenie bakteriami przekraczajgce normy dla
produktéw leczniczych
Na podstawie przeprowadzonej analizy merytorycznej i formalnej oceniam rozprawe
doktorskg Pani mgr Magdy Furmaniak pozytywnie. Stwierdzam, ze stanowi ona oryginalne
opracowanie oraz, ze dostarczyta znaczacych wynikdw poszerzajgcych naszg wiedze z
zakresu genomiki i biologii cyjanobakterii rodzaju Arthrospira. Pragne pochwali¢ Autorke, ze
potrafita potgczy¢ umiejetnosci pracy w laboratorium mikrobiologicznym z warsztatem analiz
bioinformatycznych. Biegle opanowata stosowanie wielu specjalistycznych programow
statystycznych do analiz genomowych i transkryptomicznych. Potrafita w sposoéb
syntetyczny opracowac¢ swoje wyniki naukowe i przedyskutowac je wobec aktualnych,
najnowszych danych literaturowych z zakresu zwigzanego z pracg doktorska.
Podsumowanie

Podsumowujgc, oswiadczam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
spetnia wymogi stawiane tego typu pracom, zawarte w stosownej ustawie ,O stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach w zakresie sztuki”. Wnosze zatem do
Wysokiej Rady Wydziatlu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie pani mgr
Magdy Furmaniak do dalszych etapéw postepowania przewidzianego w przewodzie
doktorskim.
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