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Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Greli ,,Warianty receptora GerA w przetrwalnikach

réznych szczepow laboratoryjnych Bacillus subtilis.”

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Greli zostata wykonana w Zakltadzie Bakteriologii
Molekularnej Katedry Biotechnologii Medycznej przy Migdzyuczelnianym  Wydziale
Biotechnologii UGd i GUM. Promotorem pracy jest Pan prof. dr hab. Michal Obuchowski, a
promotorem pomocniczym Pan dr Adam Iwanicki. Oceniana rozprawa bardzo mocno wpisuje si¢ w
nurt badan realizowanych w Katedrze przez Pana prof. Obuchowskiego, a takze Pana dr.
Iwanickiego, od dawna zwigzanych z badaniami nad fizjologia tworzenia przetrwalnikéw u Bacillus
subtilis. Podjety przez Doktorantke temat badawczy nawigzuje wigc do badan prowadzonych w
Zakladzie. Podjecie sie tematu badawczego dotyczacego molekularnego mechanizmu dziatania
najbardziej znanego receptora kietkowania GerA bylo trudnym wyzwaniem, szczegllnie ze
wzgledu na fakt, iz cechy strukturalne biatek podjednostkowych tego biatka zostaty okreSlone
jedynie dotychczas na drodze bioinformatycznej, bez znajomosci pelnej przestrzennej struktury
biatka i wiedzy o wzajemnych oddziatywaniach podjednostek tego biatka. Poznanie szczegdtowe
procesow kielkowania spor bakteryjnych ma znaczenie aplikacyjne. Przygotowanie i opracowanie
nowych skutecznych metod eliminacji spor bakteryjnych w $rodowisku jest wiec istotne pod
wzgledem zar6wno poznawczym jak i praktycznym. Na poczatku oceny rozprawy nalezy tez
zaznaczy¢, ze wielki potencjal zastosowan praktycznych czyni prace bardzo istotng z punktu
widzenia biotechnologii medycznej. Szczegdlne znaczenie ma to dla wykorzystania w lecznictwie
pewnych i powtarzalnych metod eliminacji spor. Jest to wazne, albowiem spory bakteryjne sa
czynnikiem wyj$ciowym wielu zréznicowanych zakazen. Z tego powodu konieczne staje sig
stosowanie precyzyjnych i wiarygodnych metod usuwania spor bakteryjnych. Praca prowadzi do
poprawienia stanu wiedzy na temat mechanizméw molekularnych kietkowania spor na modelowym
przykladzie Bacillus. Precyzyjnie okreslony cel pracy czyli znalezienie przyczyny wystgpowania

réznic miedzy fenotypami kietkowania spor dwoch wariantow szczepdw B. subtilis 168, a takze
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ocena wplywu elementow podjednostkowych, w tym przypadku GerAA na funkcjonowanie
receptora kielkowania Ger A, zostal spelniony. Bardzo szczegdtowy plan badan prowadzacy do
uzyskania wynikéw zostal konsekwentnie przez doktorantke zrealizowany. Zrealizowanie celéw
wytyczonych w pracy wymagato konsekwencji w wykonywaniu kolejnych zadan badawczych. Po
przeprowadzonej analizie jako$ciowej kielkowania przetrwalnikow wyizolowane DNA genomowe
wybranych szczepéw poddano sekwencjonowaniu i analizie poréwnawczej, po czym 0czySzczone
przetrwalniki wykorzystano do analizy kinetyki kietkowania w obecnosci L-alaniny oraz w oparciu
o uwalnianie DPA. Przeprowadzono takze analiz¢ polimorfizmu genu gerAA przy pomocy qPCR z
analizg HRM. W celu sprawdzenia mozliwosci przywrocenia mozliwosci kietkowania spor
przeprowadzono komplementacje roéznymi wariantami genu gerAA niesionymi przez
skonstruowane plazmidy integracyjne. Okazalo si¢, ze komplementacja niezdolnego do kietkowania
szczepu 168F wariantem genu gerAA obecnym w szczepach B. subtilis 168G 1 PY 79 prowadzi do
zmiany fenotypu kietkowania. To sugerowalo, Zze za roéznice w fenotypie kietkowania
odpowiedzialne sg rozne allele genu gerAA. Szkoda, ze nie udal si¢ eksperyment bezposrednio
wskazujacy na te zaleznos$ci poprzez konkretng komplementacj¢ réznymi wariantami genu gerAA
szczepu z delecja w gerAA. Dalsze proby przeprowadzono juz ze szczepem delecyjnym calego
operonu gerA, ktory poddano komplementacji przez gerAb i gerAC oraz rdézne warianty alleli
gerAA. Uzyskane wyniki staly si¢ kluczem do dalszych konstrukcji i pozwolity na wstgpng ocene
udziatu elementow gerA A na proces kietkowania. Bezposrednim wynikiem z tych badan byt dowdd
na to, ze za proces kietkowania spor odpowiada reszta aminokwasowa w pozycji 299 biatka
GerAA. Doktorantka wykazata réwniez, iz obecno$¢ proliny w pozycji 302 tego biatka (obecna w
opisanym elemencie transblonowym) odpowiada za brak funkcjonalnosci receptora GerA. Ocena,
ze reszta 302 faktycznie znajduje si¢ w segmencie transblonowym potwierdza zalozenie Ze bierze
ona udziat w oddzialtywaniach z innymi helisami wchodzgcymi w sklad przetrwalnikéw
bakteryjnych pelnigc funkcje stabilizacji biatka GerAA w blonie wewngtrznej spor. Opisany
réwnolegle model homologiczny biatka GerAA pozwolil na analiz¢ in silico uzyskanych wynikow.
Przedstawiona praca doktorska jest typowa dla dysertacji powstajagcych na Wydziale Biotechnologii
UGD i GUM. Cze¢é¢ wynikowa dysertacji poprzedzona jest bardzo obszernym wstepem, ktdry
stanowi kompendium wiedzy na temat proceséw kielkowania u bakterii oraz przegladu
ewentualnych aplikacji wynikajacych ze znajomosci tego procesu. Zaprojektowanie
eksperymentéw i uzyskanie w wyniku ich realizacji tak wielu warto$ciowych wynikéw na pewno
$wiadczy o dojrzatosci badawczej doktorantki. Wykonanie wiekszosci eksperymentéw wymagato
stworzenia wielu konstrukcji genetycznych oraz dobrego przygotowania w tym zakresie. Czgs¢

cksperymentalna rozprawy pozwolila na weryfikacje wczesniej zakladanych hipotez badawczych.
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Opracowanie wektoréw, ktére pozwalaja na precyzyjng komplementacj¢ to praca zmudna i trudna,
wymagajaca od doktorantki cierpliwosci i konsekwencji dzialania. Niezbgdne powtorzenia
cksperymentéw obwarowanych licznymi eksperymentami kontrolnymi wymagaly wyjatkowego
naktadu pracy i precyzji.

Wszystkie rozdziaty dysertacji zapisano na 114 stronach wlaczajac 27 tabel, 35 rycin oraz 2
zalgezniki. Opisane wyniki polaczono z dyskusja. W podsumowaniu zawarto skrét wszystkich
osiagnie¢ uzyskanych w wyniku realizacji badan. Spis literatury jest obszerny, obejmuje 69
pozycji. Oceniana rozprawa doktorska nie zawiera bledow merytorycznych i jest stosunkowo
dobrze napisana, aczkolwiek momentami pojawiajg si¢ zapisy chaotyczne i elementy mocno
skomplikowane (np. tabelki dotyczace poréwnania parametréw kietkowania), ktérych sposob
zapisu przyczynia si¢ do utrudnienia zrozumienia ilustrowanego zjawiska. Komplikacja zapisow i
konstrukcji tabelek nie przyczyniaja si¢ do utatwienia zrozumienia podanej informacji. W wyniku
realizacji planu pracy doktorantka uzyskata pewne i powtarzalne wyniki, co bylo mozliwe dzigki
$wietnemu przygotowaniu i dos§wiadczeniu badawczemu Doktorantki, ktora jest juz wspoétautorka
waznych z punktu widzenia biotechnologii 2 prac eksperymentalnych zwigzanych tematycznie ze
sporami Bacillus subtilis. Prace te zostaly opublikowane w czasopismach o znaczeniu
migdzynarodowym i zawieraja wyniki zwiazane z badaniami prowadzacymi w efekcie do
uzupehnienia informacji o molekularnych mechanizmach kietkowania spor u bakterii. W publikacji
wydanej w Plos One w ubieglym roku doktorantka jest pierwszym autorem pracy. W pracy tej
znajduje sie znaczna cze$¢ wynikow opisanych w ocenianej rozprawie doktorskiej. Wczesniejsze
wspolautorstwo w pracy opublikowanej w Microbial Cell Factories dotyczy badan nad wektorami
warunkujacymi prezentacje bialek w elementach powierzchniowych spor bakteryjnych. Wyniki
badan doktorantki byly tez przedstawiane na kilku krajowych i migdzynarodowych zjazdach
naukowych, w ktérych doktorantka brata czynny udzial. Pani mgr A. Grela jest takze wspotautorem
2 zgloszen patentowych, z ktérych pierwsze dotyczy wektorow integracyjnych dla B. subtilis, a
drugie zastosowania wektorow w celu prezentacji fuzyjnych biatek na powierzchni przetrwalnikow
bakteryjnych. Mocng strong ocenianej rozprawy jest ciekawie przedstawiona prezentacja wynikow
wraz z przeprowadzong dyskusjg, podczas ktérej autorka na podstawie uzyskanych wynikow
sugeruje dobrze podparte pozycjami literatury wnioski prowadzace do wyjasnienia nowych danych
dotyczacych mechanizmu kietkowania spor. Sekwencja opisu zostata tak skonstruowana, ze kolejny
eksperyment i jego opis wynika z poprzedniego. Czg$¢ wynikowa zawiera takze opisy wynikow bez
znaczenia dla dalszej pracy, ale natychmiast sa dyskutowane i nowa droga prowadzaca do
rozwigzania problemu jest proponowana i realizowana. W pracy kolejno przedstawiane sg

mozliwosci zastosowania zaplanowanej i stworzonej konstrukeji genetycznej. Umiejgtny opis wielu
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skomplikowanych procedur, a takze proste i logiczne wyjasnienia, oczywiscie w miare¢ mozliwosci
stosowanych skrétéw i procedur, takze przyczyniaja si¢ do pozytywnej oceny przedstawionej pracy
doktorskiej. Przedstawienie wynikéw i dokumentacja przekonuja recenzenta, ze postawione
wnioski sg uprawnione, opisane metody rzeczywiscie posiadajg walory pozwalajace na wyjasnienie
problemu. Jest to wazne ze wzgledu na fakt, iz prezentowana praca doktorska stanowi opis
wynikéw wilasnych, ktore, mam nadziej¢, niebawem ukaza si¢ w postaci kolejnej publikacji.

Podjety w pracy problem badawczy jest aktualny i atrakcyjny pod wzgledem naukowym, tym
bardziej, ze dotychczasowe informacje naukowe dotyczace biologii kietkowania spor ze wzgledu
na trudnosci metodyczne sg niepelne. Nalezy podkreéli¢, iz zaprojektowanie i uzyskanie wynikow
oraz ich pelna interpretacja wymagala dobrej organizacji pracy oraz duzej pracowitosci, albowiem
liczba przeprowadzonych analiz i liczba wynikdéw uzyskanych w rozprawie doktorskiej jest znaczna.
Niewsatpliwym jest fakt, iz uzyskane wyniki w ocenianej rozprawie doktorskiej przyczyniaja si¢ do
poszerzenia naszej wiedzy na temat biologii procesu kietkowania. Nie ulega takze watpliwosci, ze
ciekawe spostrzezenia doktorantki majg duze znaczenie aplikacyjne, bo ewentualnie pozwalajg na
podjecie strategicznej decyzji o jednoznacznym sposobie zwalczania spor bakteryjnych w
srodowisku. Innym efektem tych prac o znaczeniu aplikacyjnym moze by¢ wykorzystanie tych
informacji przy projektowaniu uzycia spor B. subtilis w roli prezenteréw antygendw w ramach
badan nad szczepionkami najnowszej generacji. Z cala pewnoscia rozprawa doktorska Pani mgr A.
Greli daje podstawe do dalszych badan zwigzanych z mechanizmami procesu kietkowania bakterii.
Jednak ze wzgledu na zastosowany sposdb prezentacji wynikoéw w pracy zabrakto informacji na ten
temat. Doktorantka nie rozwaza wigc o perspektywach dalszych badan tego typu bedacych
kontynuacja wynikow osiggnietych w ramach rozprawy. Warto byloby pozna¢ opini¢ Doktorantki
na ten temat podczas obrony pracy doktorskiej.

Biorac wszystko powyzsze pod uwage uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Anny Greli spetnia
wymagania stawiane wspolczesnym pracom doktorskim. Dorobek naukowy Kandydatki uzasadnia
nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Wnosz¢ wigc do
Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UGd i GUM o przyjecie tej
dysertacji i dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Uwzgledniajac
takze duzy wktad pracy w rozprawe oraz mozliwosé dalszego publikowania wynikéw zawartych w

rozprawie wnoszg o stosowne wyrdznienie tej pracy doktorskiej.
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Warszawa, 1. 03. 2019r. " Prof. dr hab. Jacek Biclecki
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