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Ocena pracy doktorskiej mgr Klaudii Milewskiej ,, Wplyw odpowiedzi $cislej na

zdolnosci przystosowawcze bakterii do zmiennych warunkow $rodowiska”.

Zdolnos¢ adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkoéw stanowi o mozliwosci przetrwania
drobnoustrojow w srodowisku, zaréwno w przypadkow bakterii saprofitycznych jak tez
obligatoryjnych patogenéw. Zmiany warunkow wzrostu wywoluja zmiany w aktywnosci
metabolicznej bakterii, optymalne dla danego srodowiska. Adaptacja bakterii do zmieniajacych
si¢ warunkow jest procesem $cisle regulowanym, zaleznym od zdolnosci do odbioru zewnatrz-
badz wewngtrzkomérkowych sygnatéw, ktore beda uruchamiaé zmiany w poziomie ekspresji
genow poszezegdlnych regulonéw. Waznym elementem stanowiacym o zdolnosci bakterii do
szybkiego 1 skutecznego przystosowania si¢ do zmian, zwigzanych najczesciej z niedoborem
sktadnikow pokarmowych, jest odpowiedz $cista, proces stanowiacy przedmiot zainteresowania
Doktorantki.

Pani Klaudia Milewska skoncentrowala swoje badania na procesach zaleznej od
odpowiedzi $cistej regulacji ekspresji tRNA u E. coli oraz na wstepnej charakterystyce
odpowiedzi Scistej u bakterii morskich. Badania swe Doktorantka mogta oprze¢ o ogrom wiedzy
1 doswiadczenia w badaniach odpowiedzi $cistej zgromadzony w poprzednich latach w Katedrze
Biologii Molekularnej, w tym takze przez Panig promotor pracy, prof. Agnieszke Szalewska —
Palasz.

Biorge pod uwage brak pelnej charakterystyki zaleznosci odpowiedzi $cistej i regulacji

ekspresji panelu bakteryjnych tRNA a takze, brak jakiejkolwiek wiedzy na temat procesow
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odpowiedzi $cistej u bakterii morskich postawione przed Doktorantkg cele badawcze nalezy
uzna¢ za uzasadnione i niezwykle ciekawe.

Uklad tekstu rozprawy jest tradycyjny, czes¢ do$wiadczalna jest poprzedzona dobrze
przemyslanym wstepem literaturowym, obrazujacym obecny stan wiedzy dotyczacy badanych
drobnoustrojéw oraz srodowiska ich bytowania, proceséw odpowiedzi $cistej u E. coli oraz
bakterii srodowiskowych, roli ppGpp w regulacji ekspresji genéw i znaczenia bialek RelA, SpoT
i DksA w tym kontekscie, a takze dotyczacy promotoréw tRNA.

Wstep pracy jest napisany bardzo tadnym, przejrzystym jezykiem naukowym
dostarczajagcym czytelnikowi wszystkich informacji koniecznych dla wlasciwej oceny
pozostatych czgsci pracy. Dobor zagadnien omawianych we ,Wstepie” pracy jest réwniez
gleboko przemyslany i $cisle zwiazany z prezentowanymi w dalszych rozdziatach wynikami
wilasnymi autorki.

W tym miejscu prositbym tylko Doktorantke o poszerzenie, podczas obrony pracy,
informacji zawartych na stronie 26 wstepu dotyczacych mutacji w genach kodujgcych
podjednostki polimerazy RNA w szczepach pozbawionych funkcjonalnych genéw reld/spoT.
Czy mutacje te mozemy okresli¢ jako kompensatorowe, oraz czy znany jest molekularny
mechanizm zwigzany z ich obecnoscia ?

W' rozdziale ,Materialy i Metody” autorka zapoznaje czytelnika z zastosowang
metodologig badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sg dokfadnie opisane w sposob
umozliwiajgcy ich odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegllng uwage zashuguje
zastosowanie calej gamy technik in vitro pozwalajacych na precyzyjne okreslenie zaleznodci
pomigdzy obecnoscia ppGpp i DksA a aktywno$cig promotorow tRNA, stabilnoscia
komplekséw otwartych, wydajnoscia opuszczenia promotora przez polimerazg RNA czy
wigzania polimerazy RNA do rejonu promotorowego. Bardzo dobrze zaplanowane i opisane
zostaly takze badania zwigzane z indukcja u bakterii morskich odpowiedzi $cistej podczas stresu.
Wachlarz zastosowanych w pracy technik molekularnych i hodowlanych pozwala przypuszczaé,
ze Doktorantka w czasie realizacji pracy zdobyla szerokie doswiadczenie zaréwno w pracy z
bakteriami jak 1 kwasami nukleinowymi.

Czgs¢ eksperymentalng autorka rozpoczeta od okreslenia poziomu ekspresji >30 genéw
tRNA E. coli w fazie intensywnego wzrostu (ODgg-0,2) oraz podczas wchodzenia w faze

stacjonarng (ODgo-1,0), obserwujac rézny poziom hamowania transkrypcji.
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Czy Doktorantka poprzedzila prezentowane badania wykonaniem krzywej wzrostu
w badanych warunkach prowadzonej hodowli w celu okreSlenia punktu wejscia w faze
stacjonarna ? Jaki sens ewolucyjny moze mie¢ nieréwnomierny spadek aktywnoSci
promotorow tRNA w fazie stacjonarnego wzrostu, czy nie jest to ,rozrzutno$é” z punktu
widzenia metabolizmu bakterii ? Czy okreSlany byl poziom ppGpp w badanych
warunkach, jesli nie to czy nie nalezaloby méwi¢ o warunkach fazy stacjonarnej a nie o
»wzroscie poziomu ppGpp” (str. 89 pod rycing) ?

W dalszej czgsci pracy Doktorantka okreslita aktywnos¢ promotoréw tRNA w obecnosci
ppGpp /lub DksA metoda transkrypcji in vitro, obserwujac, z wyjgtkiem serU, antagonistyczny
efekt wywolywany obecnoscig badanych czynnikéw. Prosilbym Doktorantke o informacje
dotyczacg fizjologicznych stezen ppGpp i DksA w komérkach E. coli. Z badan in vitro
wydawaloby si¢, ze najaktywniejszy transkrypcyjnie w fazie stacjonarnego wzrostu powinien
by¢ gen serU, w badaniach in vivo okazalo si¢ natomiast, ze ma on poziom ekspresji zblizony do
sredniej. Jak Doktorantka tlumaczy obserwowane rozbieznosci pomi¢dzy wynikami in vivo
iinvitro ? Autorka przeprowadzila nastepnie badania stabilnosci komplekséw otwartych rejonu
promotorowego i polimerazy RNA, badania wydajnosci opuszczania rejonu promotorowego
przez polimerazg RNA w obecnosci czynnikow odpowiedzi $cistej oraz badania wiazania
polimerazy RNA do rejonu promotorowego. Z analizy uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié,
ze brak jest jednego uniwersalnego mechanizmu regulacji poprzez ppGpp i DksA dla wszystkich
gendw tRNA, proces ten moze nastgpowac poprzez destabilizacje kompleksow otwartych czy
wplyw ppGpp na wigzanie lub opuszczanie rejonu promotorowego.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki w tej czesci pracy to bardzo cenny zbiér danych o
dziataniu regulatoréw odpowiedzi scislej na transkrypcje promotoréw tRNA, ktérych aktywnosc
Jest kluczowa dla adaptacji komérki do warunkéw srodowiska.

Ciekawy jestem czy Doktorantka rozwazala konstrukcje rekombinowanych
szczepow E. coli noszacych wybrane geny tRNA pod kontrola promotoréw innych tRNA
(odmiennie regulowanych przez ppGpp i DksA), np. valU pod kontrolga serU i odwrotnie z
okresleniem poziomu ich ekspresji in vitro i in vivo ? Ciekawa moglaby tez by¢ mutageneza
sekwencji dyskryminatora, dajaca bardziej bezposrednie dowody dotyczace iei

ewentualnej roli w wydajnosci transkrypcji w badanych promotorach.
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W drugiej czesci pracy Doktorantka przeprowadzita badania poréwnawcze in silico
gendéw zwigzanych z odpowiedzig Scistg w genomach bakterii morskich, ocenita mozliwo$é
syntezy ppGpp przez rybosomy wybranych gatunkow bakterii, oraz okreslata synteze ppGpp w
warunkach stresu przez badane drobnoustroje. Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty, ze
kazdy z analizowanych gatunkéw bakterii morskich posiada dwa homologii rsh posiadajace
domeny kluczowe (z jednym wyjatkiem) dla reakcji syntezy i hydrolizy ppGpp oraz ze homologi
RelA tych gatunkéw bakterii posiadaja sekwencje aminokwasowa przynajmniej w 50% zgodng z
sekwencjg odpowiedzialng za wigzanie rybosomu w biatku RelA E. coli. Autorka dla kazdego z
badanych szczepéw wykazata zdolno$¢ do syntezy ppGpp oraz okreslila rodzaj stresu
indukujgcy takg synteze. Ciekawy jestem jak Doktorantka tlumaczy obserwowang kinetyke
indukceji syntezy ppGpp u Vibrio harveyi (produkt widoczny po 30 i 60 ale nie po 90 i 120
min.) podczas szoku termicznego i glodu weglowego ?

Dyskusja pracy zostata napisana bardzo dojrzale, ze znakomita znajomosciag tematu, a
Doktorantka w spos6b krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.
Whioski wyciagniete przez Doktorantke i opisane w Podsumowaniu pracy, maja silne podstawy
w prezentowanych wynikach i mozna uznac je jako w pelni uprawnione. Szkoda, ze Doktorantka
nie zdecydowata si¢ na oddzielne (w postaci punktow) przedstawienie najwazniejszych

wnioskow ptyngcych ze zrealizowanych i opisanych badan.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani mgr Klaudii Milewskiej uwazam,
ze ambitne cele rozprawy doktorskiej zostaty w pelni osiagnigte a uzyskane wyniki nalezy uznaé
za oryginalne i bardzo wartosciowe. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji Rozprawa
Doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pozn. zm.) z dnia 14 marca 2003 r
z pézniejszymi zmianami i wnosze¢ do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




