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Recenzja pracy doktorskiej mgr Kamila Zebrackiego zatytulowanej
»Rola bialek RepA w regulacji ekspresji kaset repABC
oraz aktywnej segregacji megaplazmidow Rhizobium leguminosarum”.

1. Formalna ocena pracy.

Praca doktorska mgr Kamila Zebrackiego zostala w catosci zrealizowana w Zakladzie
Genetyki i Mikrobiologii, Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie pod kierunkiem dr hab. Andrzeja Mazura. Nie odnalaztem
informacji - kto wypelnial obowigzki promotora pomocniczego, o ile taki promotor
pomocniczy zostal powotany? Nie odnalaziem takze informacji o zrédlach finansowania
bardzo kosztownych badan genetycznych i molekularnych, precyzyjnie przedstawionych na
stronie cele 68 - w sformulowanym, kierunkowym celu pracy, dwoch gléwnych celach
etapowych, na ktére skladaja si¢, odpowiednio, trzy i cztery cele szczegdtowe. Stwierdzam,
ze podjete przez Doktoranta badania poznawcze dotyczace roli biatek RepA w replikacji kaset
repABC oraz segregacji megaplazmidow Rizobium leguminosarum zostaly bardzo dobrze
przemyslane oraz starannie i logicznie zaplanowane. Natomiast z pewnym zdziwieniem
odkrylem w monografii doktorskiej, ze obszerny rozdziat Il zatytulowany Materialy i Metody
(strony 40-67) poprzedza rozdzial III Cel pracy (strona 68). Moim zdaniem, sformutowany
temat kazdego projektu badawczego (w tym przypadku temat pracy doktorskiej) niejako
dyktuje nakreslenie celu/celow badawczych, ktore pragniemy zrealizowaé, jednak ich
pomysina realizacja jest uzalezniona od wlasciwie dobranych technik, metod badawczych i
nowoczesnych urzadzen, ktére pozwola na uzyskanie wiarygodnych wynikéw. Wyrazam
poglad, Ze nawet najlepsze metody oraz nowoczesne techniki i urzadzenia nie moga
»dyktowac” kierunkéw i celow badan poznawczych, mogg oczywiscie takie badania bardzo
wspomagac, przyspieszaé i poglebiaé. Zadna technika, metoda, nawet najlepsza, nie zastapi
przeciez rozumu, inwencji, kreatywnosci badacza, naukowca, uczonego.



_ Zatem z naukowej ciekawosci stawiam w tym miejscy pytanie do mgr Kamila
Zebrackiego, czy podziela méj poglad w powyziszej sprawie, czy moze ma ugruntowang,
odmienng opinig¢ na ten temat?

Rozprawa doktorska mgr Kamila Zebrackiego ma postaé starannie opracowane;j
monografii, na ktéra skladaja si¢: obszerna czgs¢ teoretyczna (Wstgp), wyzej komentowany
Cel pracy, wystarczajagco dokladnie opisana cze$¢ metodyczna (Materialy i Metody),
skrupulatnie, krok po kroku, przedstawione i opisane rezultaty (Wyniki), zwigzla, dobrze
napisana Dyskusja oraz spis cytowanych pozycji pismiennictwa naukowego (Literatura),
obejmujacy az 213 prac i artykulow, w wigkszoei z lat 2000-2017. Monografie uzupelniaja
zwarte, dwustronicowe Streszczenia napisane w jezyku polskim i angielskim.

Za bardzo dobry pomyst uznaj¢ zamieszczenie na konicu monografii spisu 10 prac
naukowych (7 prac do$wiadczalnych i 3 artykuléw przegladowych), opublikowanych w
latach 2014-2018, to jest w czasie Jego Studiéw Doktoranckich. W jednej z tych prac (PLoS
One, 2015) jest On pierwszym autorem, w pozostatych 9 jednym z 4-5 wspétautorow.

Jako doswiadczony nauczyciel akademicki i wychowawca licznej kadry naukowej
doktorow i doktoréw habilitowanych pragng podkreslic w tym miejscu, ze mgr Kamil
Zebracki bardzo dobrze spozytkowal czas swoich Studiéw doktoranckich na Wydziale
Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie. Nie tylko realizowal program Studiow
doktoranckich i cele swojej ambitnej pracy doktorskiej, ale takze aktywnie, z duzym
publikacyjnym pozytkiem wlasnym, uczestniczyl w realizacji innych projektéw badawczych
prowadzonych w Zakladzie Genetyki i Mikrobiologii UMCS.

2. Ocena merytoryczna pracy

Tresci obszernej, teoretycznej czgséci monografii doktorskiej zostaly podporzadkowanie
tematowi i nakreslonemu celowi pracy. W pigciu logicznie uporzadkowanych podrozdziatach
mgr Kamil Zebracki przedstawil dane literatury $wiatowej na temat organizacji
wieloczgsciowych genoméw bakterii, ze szczegdlnym uwzglednieniem genoméw rizobiow,
stabilnosci w komorkach tych bakterii pozachromosomalnych replikonow, to jest plazmidéow,
modutu replikacyjnego i modutu partycyjnego genow kaset repABC. Ze szczeg6lnie duzym
zainteresowaniem przeczytalem podrozdzialy dotyczace: molekularnych mechanizméw
segregacji plazmidow i roli biatek RepA i RepB w partycji replikonéw ABC oraz w regulacji
procesu transkrypcji kaset genow repABC. W ostatnim podrozdziale Wstepu Doktorant
szczegOlowo scharakteryzowal plazmidy TA1 i RtTAl modelowego szczepu Rizobium
leguminoarum, ktére byly obiektem Jego zaawansowanych badan poznawczych, opisanych
w ocenianej pracy doktorskie;j.

Po uwaznym przestudiowaniu bardzo dobrze opracowanej czesci teoretycznej pracy moge
stwierdzi¢, ze mgr Kamil Zebracki ma ugruntowanq wiedze na temat bardzo duzego
strukturalnego i funkcjonalnego zroznicowania chromosomalnych i ekstrachromosomalnych
elementow genetycznych bakterii i ich funkcji biologicznych. Zna i rozumie zlozone, wcigz nie
do konca poznane mechanizmy ich replikacji i segregacji do komérek potomnych. Jego
zainteresowanie wzbudzily szczegolnie elementy genetyczne — Gram-ujemnych bakterii
glebowych Rizobia, zdolnych do symbiotycznego wigzania azotu z roslinami bobowatymi.
Dodam w tym miejscu, ze procesy i molekularne mechanizmy symbiotycznego wigzania azotu
to jeden z gléwnych, bardzo owocnych kierunkéw badan poznawczych, prowadzonych od
wielu lat przez znang w Polsce i w Swiecie Szkolg Naukowq stworzong w Zakladzie Genetyki i
Mikrobiologii UMCS.



Pomimo zgromadzenia juz duzej wiedzy na temat roli biologicznej bialek RepA i RepB .
to jednak, jak pisze Doktorant, ,mechanizmy regulacji ekspresji kaset ABC zbadano tylko
dla jednego z wielu replikonéow pozachromosomowych , wpdtobecnych w tej samej
komoree”. Stad, zgadzam sig, ze opisany w literaturze mechanizm kontroli oparty na
badaniach pojedynczego replikonu (na modelu plazmidu koniugcyjnego pTiR10
Agrobacterium tumefaciensnie i plamidu p42 Rizobium etli) nie wyjasnia zlozonosci
mechanizmu ekspresji genéw czterech kaset repABC, wspotobecnyh w komorce Rizobium
leguminosarum oraz udziatlu bialek RepA w aktywnej, prawidlowej segregacji czterech az
megaplazmidéw obecnych w komorkach badanego szczepu Rizozobium.

Zatem sformulowany cel pracy doktorskiej mgr Kamila Zebrackiego: , Charakterystyka
biatek RepA kodowanych przez geny kasety repABC Rizobium leguminosarum oraz zbadanie
ich roli w regulacji ekspresji genow repABC i aktywnej segregacji czterech replikonéw
pozachromosomalnych (megaplazmidéw pRleTAla, pRleTAlb, pRleTAlc, pRleTAld),
obecnych w genomie Rizobium leguminosarum RiTAI” — uznaje, po pierwsze, za w pelni
uzasadniony, i po drugie, jako bardzo ambitne wyzwanie naukowe o charakterze
poznawezym.

Nie mam zadnych uwag krytycznych do sposobu opracowania i bardzo szczegélowych
treSci  obszernego rozdziatu Materialy i Metody. Nie mam tez uwag dotyczacych
zastosowanych metod i technik badawczych: mikrobiologicznych, genetycznych,
molekularnych i informatycznych. Specjalistyczna aparatura zgromadzona w Zakladzie
Genetyki i Mikrobiologii i na calym Wydziale Biotechnologii UMCS, wsparta bardzo duzym
doswiadczeniem zawodowym pracownikéw naukowych w badaniach mikrobiologicznych,
genetycznych 1 molekularnych ukladéw symbiotycznych, zdolnych do wigzania azotu
atmosferycznego, pozwala mi stwierdzi¢, ze mgr Kamil Zebracki zastosowal wlasciwy
warsztat badawczy do realizacji ambitnego celu pracy, pozwalajacy na uzyskanie w pehni
wiarygodnych wynikéw. Osobiscie jestem pod wrazeniem wykorzystanych programéw
informatycznych, zastosowanych z powodzenie dla wielu analiz genomicznych in slico.

Zwraca uwage ogrom pracy laboratoryjnej, ktora wiozyl Doktorant w konstrukcje bardzo
wielu rekombinowanych plazmidéw noszacych geny kaser repABC, wektoréw ekspresyjnych
zdolnych do ekspresji bialek RepA i RepB oraz ich okreslonych domen w komérkach
Agrobacterium tumefacienns i Escherichia coli. Wiele prac wlozyl takze oraz badania w
ukladzie dwuhybrydowym oraz w oczyszczanie bialek do stanu homogennosci dla
przeprowadzenia ich wielokierunkowych, specjalistycznych badan w warunkach in vitro.

Nie mam wqtpliwosci, ze w czasie Studiow magisterskich na kierunku biotechnologia,
nastgpnie Studiow doktoranckich na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS i realizacji
pracy doktorskiej w Katedrze Genetyki i Mikrobiologii mgr Kamil Zebracki nabyl bardzo
wielu umiejetnosci i duzego doswiadczenia zawodowego w szeroko rozumianej genetyce i
biologii molekularnej bakterii.

Rezultaty swojej pracy doktorskiej mgr Kamil Zebracki przedstawil i szczegélowo
oméwil na 27 stronach rozdziatu IV (Wyniki), dokumentujac rezultaty badan poznawczych
uzyskane, na kolejnych dwoch etapach realizacji nakreslonych celéw, w postaci czytelnych
tabel 1 kilkunastu rysunkoéw. Za bardzo dobry pomysl, przydatny dla czytelnikoéw pracy, a
takze dla recenzentéw, uznaj¢ przygotowanie przez Doktoranta zwartego, ,.tresciwego’’,
autorskiego Podsumowania najwazniejszych wynikéw uzyskanych, odpowiednio, na
pierwszym i na drugim etapie realizacji celéw Jego pracy doktorskiej.



Nie dostrzegam potrzeby bardzo szczegdlowej oceny wszystkich wynikéw
udokumentowanych na kolejnych stronach rozdziatu Wyniki. Istotne sa dla mnie
najwazniejsze ogdlne wnioski, ktore mgr Kamil Zebracki sformutowal we wspomnianych
wyzej Podsumowaniach, a jeszcze bardziej uogolnit je w bardzo dobrze napisanych, krotkich
Streszczeniach.

Zanim przedstawig mojq, subiektywnq oceng na temat najwazniejszych, oryginalnych
rezultatow pracy doktorskiej mgr Kamila Zebrackiego stawiam pytanie, czy wyniki
upowszechnione w swiatowym obiegu naukowym w postaci zespolowej pracy doswiadczalnej
w czasopismie PloS One (2015), w ktérej jest pierwszym autorem, byly uzyskane w ramach
Studiow doktoranckich i realizacji celéw pracy doktorskiej, czy tez Jego Studiow
magisterskich na Wydziale Biologii i Biotechnologii UMCS ?

Za wazny, dobrze udokumentowane wyniki uznaj¢ ustalenie, ze geny repABC badanych
czterech megaplazmidéw Risobium leguminosarum sa zorganizowane w podobne, ale nie
identyczne operony, ich transkrypcja jest inicjowana z promotora zlokalizowanego powyzej
genu repA, a proces transkrypcji podlega negatywnej autoregulacji w wyniku bezposredniego
oddziatywania bialek RepA i RepB, z ktorych pierwsze (RepA) wigze si¢ z sekwencja
cetromeropodobng parsS, drugie za$ (RepB) w wyniku wspéldziatania z pierwszym jako
korepresor. Zgadzam si¢ z Doktorantem, ktory w Dyskusji pisze, ze nieco odmienny sposob
regulacji aktywnosci transkrypeyjnej poszczegélnych kaset repABC moze byé wynikiem
~pewnego zroznicowania sekwencji aminokwasowej kodowanych przez nie bialek RepA i
RepB oraz nieco odmiennej organizacji regionéw promotorowo - operatorowych”. Zgodnie z
moja wiedza ten bardzo ciekawy, ztozony mechanizm regulacji aktywnosci transkrypeyijne;,
spetnia szczeg6lnie wazna rolg biologiczng w populacjach bakterii srodowiskowych.

Wysoko  oceniam  rezultaty bardzo dobrze zaplanowanych  do$wiadczen,
przeprowadzonych zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo, ktore pozwolily mgr
Kamilowi Zebrackiemu uzyska¢ na modelu Risobium legumonosarum RtTA1 bardzo
wartosciowe, oryginalne wyniki, wzbogacajace s$wiatowa wiedze¢ na temat molekularnych
mechanizméw, pozwalajacych na zgodne, stabilne funkcjonowanie w jednej komorce
bakterii wieloczgsciowego genomu, to jest chromosomu i wielu pozachromosomalnych
replikonow. Postawienie takiego, w pelni uprawnionego wniosku, bylo mozliwe w oparciu o
wyniki uzyskane w badaniach przeprowadzonych w warunkach in vitro, a co wazne,
potwierdzonych in vivo przy zastosowaniu systemu dwuhybrydowego. Okazalo sie, ze
oddzialywania pomigdzy syntetyzowanymi w komérce bialkami RepA i sekwencjami
operatdw sg bardzo specyficzne i zachodza pomigdzy tymi elementami jedynie wtedy, gdy
pochodzg one z tego samego plazmidu.

Do p6znych lat mojej pracy i kariery naukowej bylem zawsze zamilowany w pracy
laboratoryjnej, ktéra przyniosta mi wiele radosci i zawodowych sukcesow, ale czasami byta
takze bardzo stresujgca, a zwlaszcza wowczas, gdy doswiadczalna weryfikacja postawionych
hipotez badawczych nie przynosita mi bardzo oczekiwanych wynikow!

Panie Kamilu, prosze mi powiedzie¢ w czasie publicznej obrony pracy , kiére z opisanych
w rozprawie doktorskiej rezultatow przyniosly Panu najwiecej radosci, na miare ,, tarca na
blacie stolu laboratoryjnego” w rytm melodii rozpoznawanej przez Pana, jak wiem, zawsze
»Ppo jednej nutce”, a ktére byly dla Pana i Promotora cigzko wypracowang, stresujgcg
. krwawicq” ?



Podobata mi si¢ profesjonalnie napisana, dos¢ obszerna Dyskusja (12 stron), w ktérej
Doktorant umiej¢tnie wkomponowal wiasne wyniki w ogélno$wiatowa wiedz¢ na temat
organizacji i mechanizméw regulacji ekspresji genéw bakteryjnych kaset genéw repABC.
Niektére wyniki opisane w rozprawie doktorskiej potwierdzaja ustalenia innych autorow,
znaczna czgs¢ wynikow bez watpienia rozszerza wiedzg o ztozonych mechanizmach regulacji
transkrypcji genéw repABC oraz stabilnej replikacji i segregacji plazmidow w
wieloczgsciowych, bardzo ztozonych genomach bakterii. W koncowej czesci Dyskusji mgr
Kamil Zebracki niejako zapowiada podjecie prob konstrukeji zgodnych wektoréw opartych
na roznych kasetach rep4BC, ktére moglyby funkcjonowaé w jednej komorce - jako $wietne
»narzedzia” w réznych badaniach podstawowych i aplikacyjnych.

Zyczg mgr Kamilowi Zebrackiemu powodzenia w realizacji tego pomystu po uzyskaniu
stopnia doktora nauk biologicznych. Mysle, ze jako Zzyczliwy recenzent dla Jego bardzo
wartosciowej rozprawy doktorskiej otrzymam taki wektor/wektory dla Zakladu Genetyki
Drobnoustrojéw Uniwersytetu Eddzkiego - w prezencie ?

W oparciu o dokonanq analiz¢ rezultatéw przedstawionych w rozprawie doktorskiej
Pana mgr Kamila Zebrackiego, a takie wynikéw opublikowanych w 2015 roku w
czasopismie PLoS One, w ktdrej jest pierwszym autorem, stwierdzam, ze oceniana praca
doktorska spelnia wszystkie formalne i naukowe wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, stawiane
kandydatom ubiegajgcym si¢ o stopieri naukowy doktora w dziedzinie nauk biologicznych.
Stqd, z pelnym, naukowym przekonaniem wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pana
mgr Kamila Zebrackiego do kolejnych etapow przewodu doktorskiego.

Whnosz¢ takze do Wysokiej Rade o rozwazenie mozliwosci stosownego wyrdinienia
tej bardzo wartosciowej pracy doktorskiej oraz utalentowanego Doktoranta, ze wzgledu na
podjecie nie tylko bardzo interesujgcego tematu o charakterze poznawczym, ale takie
uwagi na wartos¢ naukowq uzyskanych wynikéw, w tym upowszechnionych w 2015 roku w
migdzynarodowym obiegu naukowych w postaci wspomnianej wyzej, autorskiej pracy
doswiadczalnej opublikowanej w ,,rankingowym”, specjalistycznym czasopismie naukowym
PLoS One. \Wyrazam przekonanie, ie kolejne, komentowane w recenzji oryginalne wyniki
Jego pracy doktorskiej, zostanq takze wkrotce opublikowane. Jak wspominalem wczesniej,
mgr Kamil Zebracki jest roéwnie; wspdolautorem 6 innych wartosciowych prac
doswiadczalnych, opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, ale nie zwigzanych
bezposrednio 7 tematem i celami Jego pracy doktorskiej, a takie 3 artykuléw przeglgdowych
[Post Microbil, Acta Mol cel Biol liupids, Genes (Basel)].




