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Ocena pracy doktorskiej mgr Magdaleny Sroki pt. ,,The role of inorganic
polyphosphate in the regulation of Escherichia coli CobB deacetylase activity

during amino acid starvation”.

O mozliwosci zasiedlania przez drobnoustroje szeregu niszy ekologicznych decyduje ich
zdolno$¢ do adaptacji, a takze odpowiedzi na stres, wywotany niedoborem skladnikéow
odzywczych, uszkodzeniami DNA, niedoborem tlenu itp. W przypadku bakterii
chorobotworczych zdolnosci odpowiedzi na stres sg czesto kluczowe dla procesu wirulencji i
zwigzang z nim zdolnoscig do przezywania w organizmie gospodarza. Wydawatoby sie, ze wiele
z mechanizmow odpowiedzi na stres u bakterii jest juz bardzo dobrze poznana, szczegdlnie w
modelowym organizmie jakim od lat w badaniach mikrobiologicznych jest pateczka okr¢znicy.
Okazuje si¢ jednak, ze procesy odpowiedzi na stres sa na tyle zlozone i wieloetapowe, Zze wcigz
poznajemy nowe mechanizmy, bialka czy tez inne molekuly, ktére pozwalajg bakteriom na
regulacje podstawowych procesow metabolicznych w zaleznosci od zmieniajacych sig
warunkow $rodowiska. Swietnym przyktadem odkrywania nowych mechanizméw kontrolnych
w zdawaloby sie bardzo dobrze poznanych procesach metabolicznych u E. coli jest
przedstawiona do recenzji praca Doktorantki, ktéra w bardzo dobrze zaplanowanych i
zrealizowanych eksperymentach, wykorzystujac szereg technik z zakresu mikrobiologii,
biochemii i genetyki, zglebia role nieorganicznych polifosforanow w regulacji inicjacji procesu
replikacji, poprzez kontrole deacetylacji biatka DnaA. Biorac pod uwage dorobek naukowy
promotora pracy prof. Igora Koniecznego $wiadczacy o S$wietnym warsztacie naukowym
kierowanego przez niego zespolu, nalezalo si¢ spodziewa¢ nie tylko postawienia przed

Doktorantka ambitnego celu badan, ale rowniez jego realizacji z zastosowaniem wyszukanych,
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precyzyjnych technik badawczych. Milo mi poinformowaé po lekturze dysertacji, ze moje

oczekiwania w tym zakresie zostaly w pelni zaspokojone.

Uklad tekstu przedstawionej do recenzji dysertacji jest typowy dla prac
eksperymentalnych. Czgs¢ doswiadczalna pracy jest poprzedzona dobrze przemyslanym
wstgpem literaturowym napisanym bardzo fadnym jezykiem naukowym, przedstawiajacym
aktualng wiedz¢ na temat odpowiedzi stresowej bakterii ze szczegdlnym uwzglednieniem
odpowiedzi Scislej i roli w tym procesie alarmondéw tetra- i penta-fosforanu guanozyny.
Nastepnie ze wzgledu na temat badan wilasnych Doktorantka przedstawia rol¢ nieorganicznych
polifosforanéw syntetyzowanych przez komorki bakterii w ramach odpowiedzi $cislej, proces
ich syntezy, degradacji, poznang lub przewidywana role w metabolizmie. Ponadto Doktorantka
opisuje proces regulacji replikacji DNA w warunkach normalnych oraz pod dzialaniem stresu a
takze proces acetylacji bialek. W tej bardzo dobrze napisanej czesci pracy zabraklo mi jedynie
troch¢ szerszego opisu mechanizmu regulujacego proces akumulacji PolyP, aczkolwiek
Doktorantka zacytowata niezbedng w tym temacie literature.

Cel pracy jaki zostal postawiony przed Doktorantka zostal sformulowany w sposéb
precyzyjny a przeprowadzone do$wiadczenia zmierzaty do jego realizacji.

W rozdziatach Materialy oraz Metody, Autorka zapoznaje czytelnika z zastosowana
metodologiag badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sa dokladnie opisane w sposéb
umozliwiajacy ich odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegdlng uwage zastuguje
przedstawienie zindywidualizowanych protokolow wykorzystanych do ekspresji oraz
oczyszczania rekombinowanych i natywnych bialek, wskazujacych na zdobyte przez Pania
Magdaleng w czasie realizacji doktoratu ogromne doswiadczenie w tym zakresie. Zastosowana
preparatyka dla poszczegolnych bialek opierala si¢ o jedno lub kilkuetapowy proces
oczyszczania, ciekawy jestem, ktoére z uzyskanych bialek bylo najwiekszym wyzwaniem dla
Doktorantki, w jaki sposéb oceniala czysto$¢ uzyskanych preparatow oraz jakie parametry
musialy spelnia¢ bialka aby preparatyka mogla zosta¢ uznana za zoptymalizowang?

Poszczeg6lne etapy pracy przedstawione w rozdziale Wyniki zostaly doglebnie
przemyslane 1 skrupulatnie zrealizowane. Jednym z gléwnych zadan Doktorantki byla
identyfikacja bialek wigzgcych nieorganiczne polifosforany, a zadanie to stanowiace glowny cel

badan zrealizowano przy zastosowaniu dwoch niezaleznych podejs¢ metodycznych, poprzez
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»Wylapywanie” bialek na zwigzany ze zlozem nieorganiczny polifosforan oraz »wylapywanie”
PolyP wraz ze zwigzanymi biatkami do rekombinowanej domeny PPBD biatka PPX. Obie te
metody przeprowadzono dla komérek E. coli oraz mutanta pozbawionego zdolnosci do syntezy
PolyP, pozwalaly na identyfikacj¢ bialek wigzacych PolyP. Kazda z ww. metod zastosowano
jednak dla komoérek znajdujacych sie w innych warunkach wzrostu, w fazie logarytmicznej na
bogatym podlozu lub po przeniesieniu komorek do podioza minimalnego w celu aktywacji
odpowiedzi Scistej. Po zastosowaniu LC MS/MS, pierwsza z metod pozwolila na identyfikacje
658 biatek z czego 409 to biatka unikalne dla szczepu dzikiego, druga natomiast 98 przy czym
21 uznano jako obiecujacy kandydaci do dalszych analiz. Nalezy podkresli¢, Ze przeprowadzenie
drugiej z opisanych procedur wigzato si¢ z koniecznoscia weryfikacji zdolnosci domeny PPBD
do wigzania PolyP, oraz DNA, co zostalo przeprowadzone poprzez barwienia jak i ocene sily
wigzania z zastosowaniem powierzchniowego rezonansu magnetycznego (SPR). Zbiory
zidentyfikowanych bialek wigzacych PolyP byly rozbiezne w obu przeprowadzonych
procedurach, co jednak nie dziwi ze wzgledu na odmienne warunki wzrostu komoérek, z ktérych
pozyskiwano lizaty biatkowe. Biorac pod uwage czulo$é metody LC MS/MS nie dziwi takze
duza liczba biatek identyfikowana w kontroli negatywnej, szczepie mutancie Appk. Ciekawy
Jestem czy Doktorantka nie rozwazala zastosowania w analizie wynikow z LC MS/MS metod
potilosciowych, bezznacznikowych, ktére pozwolilyby na ocene wzbogacenia probki badangj
poprzez analiz¢ intensywno$ci sygnaléw peptydow w stosunku do prébki kontrolnej (np.
MaxQuant, gdzie intensywno$¢ sygnatu jest proporcjonalna do ilosci obecnego peptydu, co z
kolei odpowiada ilosci biatka w probce, DOI 10.1002/pmic.201400449). Prosze o komentarz
Doktorantki dotyczaey celowosci zastosowania takiej analizy w swoich badaniach.

W dalszej czgsci pracy Doktorantka skupita swoje badania na jednym z bialek (CobB)
zidentyfikowanych jako wigzace PolyP. Otrzymane zostaly dwie izoformy tego bialka, z ktorych
diuzsza zawierata dodatkowa N-terminalng helis¢. Doktorantka wykazala wiazanie wylacznie
diuzszej formy biatka CobB z PolyP oraz DNA i okrelita sile tego wiazania. Nastepnie uzyskata
rekombinowane proteazy E. coli i wykazala brak wrazliwosci obu izoform CobB na ich dziatanie
w warunkach in vitro, obserwujac natomiast zwigkszenie ilosci CobB w czasie po indukcji
odpowiedzi Scislej w szczepie dzikim i obnizenie ilosci CobB w mutancie Appk. Wydaje mi sie,
ze w cksperymencie, ktérego wyniki zaprezentowano na Fig. 34 warto byloby rowniez

sprawdzi¢ poziom biatka kontrolnego, nie wigzacego polyP, oraz oceni¢ catkowita ilosci bialka
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izolowanego z badanych komérek w czasie. Pozwoliloby to zbadaé na ile zmiany ilosciowe
CobB-L/S wynikaja z PolyP zaleznej degradacji, a na ile z ogélnych zmian metabolizmu
badanych komérek. Ciekawy jestem tez czy Pani Magdalena rozwazata przeprowadzenie tego
cksperymentu w warunkach zahamowania procesu biosyntezy biatka z wykorzystaniem
antybiotykow aby wyeliminowac efekt syntezy de novo. Prosz¢ Doktorantke o komentarz na
ten temat. Bardzo interesujgcy czgscig pracy bylo zbadanie przez Doktorantke wplywu PolyP na
deacetylacj¢ DnaA oraz DnaK. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze wigzanie PolyP z
CobB lub bezposrednio z substratem (DnaA) hamuje proces deacetylacji czego konsekwencja
Jest brak inicjacji nowych rund replikacyjnych w czasie odpowiedzi Scistej oraz natychmiastowe
uruchomienie tego procesu po degradacji PolyP. Pokazanie tego mechanizmu (Fig. 46) jest
niewatpliwym wktadem Doktorantki w lepsze zrozumienie procesu regulujacego inicjacje
Jednego z podstawowych proceséw komorkowych w warunkach stresu.

Dyskusja pracy zostala napisana bardzo dojrzale, ze znakomita znajomoscia tematu, a
Doktorantka w spos6b krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.

Whioski przedstawione na str. 91 s3 w pelni uzasadnione i podparte zaprezentowanymi

przez Doktorantke wynikami badan wlasnych.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pani mgr Magdaleny Sroki
uwazam, ze Doktorantka prezentuje ogélna wiedze teoretyczna niezb¢edna dla osoby
ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie biotechnologia, wykazuje
umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej a przedstawiona do oceny
dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spelnia kryteria zawarte
W ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki. Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Biotechnologia Miedzyuczelnianego Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Sroki do dalszych etapow postepowania.
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