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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Greli, pod tytulem ,,Warianty
receptora GerA w przetrwalnikach réznych szczepéw laboratoryjnych Bacillus

subtilis”

Recenzowana praca zostala wykonana w Zakladzie Bakteriologii Molekularnej pod
opiekg prof. dr hab. Michata Obuchowskiego oraz dr Adama Iwanickiego, w zespole od wielu
lat zajmujgcym si¢ miedzy innymi procesami zwigzanymi z tworzeniem i kielkowanie
przetrwalnikow Bacillus subtilis. Praca stanowi kontynuacj¢ badan prowadzonych w
Zaktadzie 1 dotyczy receptorow kietkowania — czyli bialek uruchamiajgcych kietkowanie
przetrwalnikow wspomnianych powyzej bakterii. Temat ten jest ciekawy nie tylko z
poznawczego punktu widzenia ale takze, ze wzgledu na praktyczne, w tym kliniczne
znaczenie  kietkowania  przetrwalnikéw  bakterii  chorobotwoérczych.  Zrozumienie
mechanizméw regulujacych ten proces moze ulatwi¢ jego kontrole i zapobieganie temu
zjawisku w niepozadanych sytuacjach, na przyklad podczas przechowywania produktow
spozywczych.

Doktorantka skupita si¢ na receptorze kietkowania GerA i jako cel postawita sobie
wyjasnienie wplywu wymiany poszczegolnych reszt aminokwasowych na jego aktywnosc.
Czgé¢ badanych mutacji (Ala299Thr oraz Ser302Pro) zidentyfikowano dzigki analizie
sekwencji wybranych szczepow rdéznigcych si¢ fenotypem kietkowania. Kolejne badane
mutacje to modyfikacja reszty aminokwasowej potencjalnie zaangazowanej w wigzanie L-
alaniny. Aby zbada¢ rol¢ wybranych reszt aminokwasowych dla funkcji receptora GerA
Doktorantka przygotowala obszerny zestaw zmodyfikowanych szczepdéw B. subtilis z

réznymi wariantami genu ger4A, w tym szczepow zawierajacych dwie kopie genu gerA4 i




takich w ktorych jedna z dwodch kopii genu ulegala nadekspresji. Kietkowanie
przygotowanych szczepéw w obecno$¢ L-Ala badano mierzac spektorofotometrycznie
odsetek kietkujgcych przetrwalnikow oraz mierzac ilos¢ uwalnianego DPA. Badania te
uzupetnione zostaly analiza modelu struktury biatka GerAA, co utatwilo interpretacje
uzyskanych wynikéw. Najwazniejsze osiggnigcia pracy to potwierdzenie wplywu
punktowych mutacji na aktywno$¢ receptora kietkowania GerA i poznanie wptywu obecnosci
zmutowanych alleli genu gerdA na fenotyp kielkowania przetrwalnikéw, takze w rdéznych
ttach genetycznych i przy réznych poziomu funkcjonalnego i zmutowanego receptora GerA.
Otrzymane wyniki pozwolily na zaproponowanie mechanizmu dziatania receptora, wskazujgc
na rolg Ala299 w stabilizacji kompleksu receptora.

Praca doktorska mgr Anny Greli ma uklad typowy dla prac eksperymentalnych. Wstep
pracy stanowi ciekawe wprowadzenie do tematyki pracy. Zwiera on informacje dotyczace
modelowego organizmu uzywanego w pracy — B. subtilis, przedstawiajac cykl zyciowy tych
bakterii oraz szeroko opisujac kolejne fazy tworzenia i kietkowania przetrwalnikow.
Doktorantka wspomniata o metodach badafi kietkowania przetrwalnikow 1 czynnikach
wplywajacych na tempo kietkowania spor. Duzo uwagi po$wigcono takze praktycznemu
znaczeniu przetrwalnikow, a szczegdlnie konsekwencjom ich kietkowania powodujacego
skazenie zywnos$ci. Rozdzial Materialy obejmuje zestawienie uzywanych plazmidéw i
szczepdw bakteryjnych a takze dokladny, wrgcz wzorowy opis uzywanych starterow.
Zgodnie z konwencjg w rozdziale tym wymienione sg takze stosowane antybiotyki, enzymy,
bufory i inne roztwory a takze gotowe zestawy. Niezgodne z obowigzujaca konwencja jest
natomiast umieszczanie tytutow tabel pod, zamiast nad tabelami. Rozdzial Metody zawiera
poprawny 1 staranny opis stosowanych metod. Jedynie procedura przygotowania
przetrwalnikOw opisana na str. 52 wzbudzila moje watpliwosci - niejasne bylo dla mnie
sformutowanie ,,Przez okres 10 dni, przetrwalniki wirowano i ptukano”. Mozna tez pokusi¢
si¢ o dyskusj¢, czy poprawne jest okreslenie wektora uzywanego do delecji genu za pomoca
rekombinacji homologicznej plazmidem integracyjnym. Rozdzial ,,Wyniki i dyskusja” laczgc
przedstawienie uzyskanych wynikéw wraz z ich oméwieniem prowadzi czytelnika przez
bardzo staranny i logiczny opis kolejno prowadzonych eksperymentéw. Na uznanie zastuguje
klarownos$¢ opisu. Zasadnos¢ kolejno przeprowadzanych eksperymentow jest wyjasniana na
poczatku kazdego podrozdzialu, Doktorantka nakresla tez hipotezy i oczekiwane na ich
podstawie wyniki, co znacznie ulatwia $ledzenie interpretacji uzyskanych danych. Lekture
rozdziatu Wyniki wspomaga takze porownanie badanych szczepéw w podgrupach, co

umozliwia bardziej klarowne pokazanie réznic pomi¢dzy nimi. Graficzna prezentacja



wynikow jest rdwniez bardzo staranna i czytelna, a opisy rysunkéw nie budzg zastrzezen.

Mozna zastanowic¢ si¢ jedynie, czy nie bytoby mozliwe przedstawienie uzyskanych wynikow

w szerszym kontekscie dostgpnych danych literaturowych. Praca zakonczona jest

podsumowaniem, ktére w 15 punktach zestawia najwazniejsze wnioski pracy. Ostatni

rozdzial pracy stanowi zestawienie bibliografii wykorzystanych w pracy, a fakt, ze jest ich
blisko 170 $wiadczy o dobrym rozeznaniu literaturowym Doktorantki.

Podsumowujgc, cheg podkreslié, ze rozprawa napisana poprawnym jezykiem
naukowym. Praktycznie nie wystgpuja zargonowe czy inne niepoprawne sformulowania,
odnotowano jedynie drobne bledy interpunkcyjne. Ponadto, jak wspomniano, rozprawa jest
bardzo starannie opracowana i klarowna, co $wiadczy o tym, ze mgr Anna Grela dolozyta
wszelkich staran, aby przedstawi¢ swoje Wyniki jak najbardziej czytelnie i zrozumiale.

Lektura ,,Wynikéw i dyskusji” nasungla mi jednak kilka pytan, ktére mogg stanowic
podstawe do dalszej dyskusji w trakcie publicznej obrony:

* Nie jest dla mnie calkiem jasne, dlaczego obecnosé mutacji w badanym genie
potwierdzano za pomocg qPCR — czy inne metody, moze tatwiejsze 1 nie wymagajace
takiej optymalizacji nie nadawatby sie do tego celu?

¢ Ciekawe wydaje mi si¢ wplyw mutacji w receptorze GerA na kielkowanie pod wplywem
innych induktoréw kietkowania niz L-Ala. Doktorantka nie poswiecila w pracy zbyt wiele
uwagi temu zagadnieniu, ale jednak zastanawiajgce jest, czy wiadomo co$ na temat
mechanizmu, ktéry moglby wyjasni¢ obserwowane zjawisko.

e Doktorantka uzywata szczepdw w ktorych gen gerdd umieszczony byl pod kontrolg
silnego promotora sspB umozliwiajgcego nadprodukcj¢ biatka. Czy prébowano
potwierdzi¢ poziom nadprodukowanego biatka?

 Czy rozwazano mozliwos¢, ze niektére z wprowadzanych mutacji wplywajac na strukture
bialka GerAA mogtyby tez wplyngé na jego poziom i/lub lokalizacje lub tez
oddziatywanie z innymi elementami kompleksu receptora. Czy prébowano zweryfikowac
taki efekt mutacji, a jesli nie, czy Doktorantka moglaby zaproponowa¢ metody

sprawdzenia takiego wplywu mutacji?

Powyzsze pytania nie majg wplywu na moja w pehni pozytywng oceng recenzowanej
pracy. Wysoko oceniam przemyslany sposdb prowadzenia badan i ich bardzo staranny

klarowny opis.




W podsumowaniu stwierdzam, Ze oceniana rozprawa spelnia wszystkie wymogi
stawiane pracom doktorskim zawarte w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i
tytule naukowym a dotychczasowe osiggni¢cia naukowe przedstawione w rozprawie
doktorskiej uzasadniajg nadanie Jej stopnia naukowego doktora nauk biologicznych. W
zwigzku z tym przedstawiam Radzie Naukowej Migdzyuczelnianego Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

whiosek o dopuszczenie mgr Anny Greli do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



