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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. KAMILA MICHALA ZEBRACKIEGO pt. ,Rola biatek
RepA w regulacji ekspresji kaset repABC oraz aktywnej segregacji megaplazmidow
Rhizobium leguminosarum”

Rozprawa doktorska Pana Kamila Michata Zebrackiego wykonana pod kierunkiem dr. hab.
Andrzeja Mazura, prof. UMCS w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii, Wydziatu Biologii i
Biotechnologii, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie zostala przygotowana
zgodnie z wymogami ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, jak réwniez rozporzadzenia Ministra
Nauki i Szkolnictwa WyzZszego z dnia 26 wrzeénia 2016 r. w sprawie szczegblowego trybu i
warunkow przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora. Wyniki przedstawione w
rozprawie doktorskiej zostaty juz opublikowane w publikacji, ktéra ukazata si¢ w piSmie PLoS
ONE (Zebracki i wsp. PLoS ONE, 2015; IF2015 3,057; punkty MNiSW 35). Warto nadmienic, ze
mgr Zebracki jest dodatkowo wspoétautorem 6 innych prac eksperymentalnych oraz 3 prac
przegladowych. W sumie jest wiec on wspétautorem 10 publikacji o sumarycznym
wspotczynniku IF okoto 28. Publikacje te ukazaty sie w latach 2014-2018. Wedtug mnie jest to
duze osiagniecie, zastugujace na pochwate.

OCENA PRACY

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata napisana w jezyku polskim i ma uktad typowy dla
wiekszosci prac dyplomowych, cho¢ zastanawia mnie umieszczenie rozdziatu ,Streszczenie”
na koncu pracy. Rozprawa doktorska liczy 129 stron i zawiera 20 ilustracji oraz 11 tabel.
Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim i jezykowym, a
moje uwagi w tym zakresie sg znikome i zostaty zamieszczone ponizej.

Tytut pracy ,Rola biatlek RepA w regulacji ekspresji kaset repABC oraz aktywnej
segregacji megaplazmidéw Rhizobium leguminosarum” jest sformulowany w sposéb
poprawny i dobrze odpowiada tresci pracy.

Wstep pracy liczy 34 strony i sktada sie z 5 rozdzialow. Jest on wg mnie doskonale
napisany i bardzo dobrze wprowadza w tematyke pracy doktorskiej przedstawiajac kolejno
zagadnienia zwigzane z: (i) organizacja strukturalng genoméw bakteryjnych, (ii) symbiozg
rizobiéow z roélinami, (iii) strukturg genoméw rizobiéw, (iv) mechanizmami stabilizujgcymi
replikony pozachromosomowe rizobiéw oraz (v) charakterystyka plazmidéw typu repABC R.
leguminosarum bv. trifolii TA1. Uwazam za wtasciwe, iz Doktorant szczegélnie duzo uwagi



poswiecit we Wstepie na przedstawienie mechanizmu dziata i regulacji transkrypcji modutéow
repABC, co jest kluczowe dla wiasciwego zrozumienia otrzymanych przez niego wynikow.

Kolejny rozdziat - Materiaty i metody - jest napisany w spos6b bardzo szczegétowy,
ale jednocze$nie zrozumiaty. Czytajac ten rozdziat zwrécitem uwage na ogrom pracy wtozonej
przez mgr. Zebrackiego w wykonanie badan. Stworzyt on az 53 nowe konstrukty plazmidowe
i zastosowat podczas wykonywania pracy 25 (nie liczac wielu modyfikacji) réznych technik
badawczych i analitycznych. Jednoznacznie $wiadczy to o jego pracowitosci i biegtosci w
pracy laboratoryjne;j.

Cel naukowy pracy doktorskiej zostat sformutowany w sposéb jednoznaczny. Jest nim
»(...) scharakteryzowanie biatek RepA (biatka typu NTPazy) kodowanych w kasetach repABC
plazmidéw Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 (RtTA1) oraz zbadanie ich roli w
regulacji ekspresji genéw repABC i aktywnej segregacji wszystkich czterech replikonéow
pozachromosomowych tego szczepu.” Juz sam Cel od razu wskazuje na pewng dychotomie
pracy, co wida¢ tez w Kolejnej cze$ci opisujacej wyniki, gdyz Doktorant przeprowadzit: (i)
analize regulacji transkrypcji genéw repABC plazmidoéw szczepu TA1 oraz (ii) molekularng
charakterystyke biatek RepA tych plazmidow.

Rozdzial Wyniki jest napisany w sposob przejrzysty i zrozumiaty. Jak zauwazono
wczesniej sktada sie on z dwoch czesci, ktoére tworzg jednak powigzang cato$¢ i wzajemnie sie
dopetniaja. Rozdziat ten ma strukture analogiczng do zaprezentowanej w publikacji, ktéra
ukazata sie w piSmie PLoS ONE i ktérej Doktorant jest pierwszym Autorem. W obu
opracowaniach wykorzystano tez te same ilustracje. Wg mnie duza szczegétowosc,
kompaktowo$¢ i przejrzysto$¢ przygotowanych rycin zastuguje na pochwate.

Rozdziat Dyskusja jest napisany w bardzo dobrym stylu. Doktorant pokazat w nim, ze
posiada szeroka wiedze w zakresie prowadzonych badan. W sposéb ciekawy interpretuje on
uzyskane wyniki badan w $§wietle danych literaturowych. Robi to w sposéb bardzo rzetelny,
przyznajac, ze niektore z uzyskanych przez niego wynikéw stanowig jedynie potwierdzenie
wczeséniejszych badan przeprowadzonych przez innych naukowcéw. Jednoczes$nie, w
rozdziale tym wskazano szczeg6lnie nowatorskie odkrycia - np. udowodnienie specyficznosci
oddziatywan biatek RepA z operatorami jedynie rodzicielskich modutéw repABC w uktadzie
wieloreplikonowym. W rozdziale Dyskusja znalazta sie¢ tez informacja na temat mozliwosci
wyKkorzystania zgodnych systeméw repABC do Konstrukcji nowych wektoré6w do badan
wymagajgcych uktadéw wieloplazmidowych. Osobiscie zatuje, ze Doktorant nie podjat préoby
konstrukcji takich wektoréw co stanowitoby element aplikacyjny niniejszej rozprawy, tym
bardziej, ze wskazana przez Doktoranta dyscyplina to Biotechnologia, a niestety tej
biotechnologii brakuje w niniejszym opracowaniu.

NAJWAZNIE]JSZE OSIAGNIECIA NAUKOWE

W moim mniemaniu najwazniejsze osiggniecia naukowe zaprezentowane w przedstawione;j
mi do oceny rozprawie doktorskiej to:

(i) wykazanie, ze kasety repABC analizowanych plazmidéw R. leguminosarum TA1 stanowig
operony z jednym aktywnym promotorem zlokalizowanym powyzej genu rep4;

(ii) wykazanie, ze bialko RepA jest niezbedne dla autorepresji, ale silne hamowanie
transkrypcji poszczegélnych operonéw repABC jest mozliwa tylko w obecnosci obydwu
biatek, tj. RepA i RepB, natomiast nie jest do tego konieczna sekwencja pars;



(iii) wykazanie specyficzno$ci wigzania sie¢ RepA wylacznie do operatoréw pochodzacych z
plazmidéw rodzicielskich;

(iv) wykazanie, ze specyficzno$¢ oddziatywania biatka RepA z operatorem zalezy od
obecnosci ADP/ATP;

(v) wykazanie, ze biatka RepA plazmidéw RtTA1, dzieki obecnosci N-konicowej domeny
dimeryzacyjnej, tworzg stabilne homooligomery, a proces oligomeryzacji jest zalezny od ATP;

(vi) wykazanie Ze oligomeryzacja biatek RepA jest niezbedna do ich zwigzania z operatorami
kaset repABC oraz do partycji plazmidéw.

Podsumowujgc, w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej udowodniono podwdjna
role biatek RepA kodowanych w modutach repABC plazmidéw RtTA1, wskazujgc na ich udziat
zarOwno w procesie aktywnej segregacji, jak i w negatywnej autoregulacji ekspresji operonéow
repABC. Ponadto wykazano, ze biatka RepA s3 jednym z Kkluczowych elementéow
zapewniajacych zgodne wspétwystepowanie kilku replikonéw wyposazonych w bardzo
podobne systemy replikacyjne/partycyjne w jednej komoérce bakteryjne;.

KOMENTARZE, PYTANIA I ZAGADNIENIA DO DYSKUSJI

Po przeczytaniu przedstawionej mi do recenzji pracy nasunely mi si¢ nastepujace
komentarze/pytania/zagadnienia do dyskusji, prosze wiec Doktoranta o ustosunkowanie sie
do nich:

1. Czy podjeto probe eksperymentalnego wyznaczenia miejsc startu transkrypcji w kasetach
repABC analizowanych plazmidow?

2. lle wykonano powtdrzen eksperymentu badajgcego schemat oligomeryzacji biatek RepA w
czasie opisanego na stronie 90 rozprawy?

3. Na jakiej podstawie wybrano plazmid pRleTAlb do analizy interakcji biatlek RepA-RepA
oraz RepA-RepB in vivo z zastosowaniem bakteryjnego systemu dwuhybrydowego? Dlaczego
wtasnie ten plazmid?

4. Jakie jest podobienstwo sekwencji aminokwasowych biatek RepA operonéw repABC
plazmidéw RtTA1 i plazmidéw innych Rhizobium spp. lub innych Alphaproteobacteria? Czy
podjeto prébe analizy filogenetycznej biatek RepA plazmidéw typu repABC Rhizobium spp.?

Dodatkowo, z obowigzku recenzenta przedstawiam tez swoje niewielkie uwagi co do strony
edytorskiej pracy. Niniejsze uwagi maja jedynie charakter informacyjny i nie wymagaja
komentarza Doktoranta.

1. RNA i DNA to rodzaj meski, bo to kwas nukleinowy - wiec nie ,plazmidowe DNA” tylko
»plazmidowy DNA” itd.

2. Mysle, ze w jezyku polskim lepszym i bardziej precyzyjnym okresleniem genomoéw
ztozonych z wielu replikon6w jest ,genom wieloreplikonowy” niz ,,wielocze$ciowy”.



3. W wykazie zastosowanych materiatéw (str. 40-42) tylko dla czesci zwigzkow chemicznych
podano wzory. Nalezatoby konsekwentnie poda¢ wzory dla wszystkich zwigzkéw, lub po
prostu wcale tego nie robic.

4. Biowar nie stanowi jednostki taksonomicznej bakterii, dlatego tez jego nazwa (np. bv.
trifolii) nie powinna by¢ pisana kursywa.

5. Tabela nr 3. Zaktadam, ze ,Am" mialo oznaczaé¢ opornosé¢ na ampicyline, a wigc powinno byé
”Apl’”'

6. Strona 79, podpis pod rysunkiem nr 10. Moim zdaniem nie powinniSmy moéwié/pisaé
..konserwatywnych domen biatkowych”, a ,,konserwowanych domen biatkowych”.

WNIOSKI KONCOWE

Przedstawiona mi do recenzji praca speinia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Stanowi tez dowéd szerokiej
wiedzy teoretycznej Doktoranta oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia przez
niego prac naukowych w zakresie mikrobiologii, biotechnologii i biologii molekularnej
bakterii. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Wydziatlu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr. Kamila Michata
Zebrackiego do dalszych etapé6w przewodu doktorskiego. Majac na uwadze wysoka
wartos$¢ naukowa uzyskanych wynikéw, udokumentowany ogromny wkiad Doktoranta
w przeprowadzone badania oraz fakt, ze wyniki zostaly juz opublikowane w
oryginalnym artykule naukowym wnosze¢ o wyréznienie recenzowanej rozprawy
doktorskiej mgr. Kamila Michata Zebrackiego stosowng nagroda.

Dr hab. Lukasz Dziewit
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