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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Michata Sobala pt. ,Synteza nukleotyddéw sygnatowych [(p)ppGpp i
(p)pPApPP] przez enzym RSH z Methylobacterium extorquens AM1”

Temat przestanej do oceny rozprawy doktorskiej jest aktualny i wazny ze wzgledéw poznawczych.
Dotyczy bowiem badan nad syntezg alarmondéw, bedacych pochodnymi nukleotydéw
guaninowych (p)ppGpp i nukleotyddéw adeninowych (p)ppApp. Badania nad ta grupa zwigzkdw
trwaja juz od wielu lat i nadal jest wiecej niewiadomych niz potwierdzonych danych. Wiadomo, ze
odpowiedz Scista, bedaca szeroko rozpowszechnionym mechanizmem regulacyjnym
umozliwiajgcym adaptacje bakterii do zmiennych warunkéw srodowiskowych, jest regulowana
przez alarmony. To takze dzieki syntezie i akumulacji (p)ppGpp komdrka jest w stanie przetrwacd
do czasu eliminacji czynnika stresowego. Wiadomo, ze te pochodne nukleotydéw guaninowych
majg wptyw na szereg proceséw fizjologicznych bakterii: a) aktywuja szlaki syntezy aminokwaséw,
mechanizmy odpowiedzialne za naprawe DNA, wirulencje, i b) hamujg szlaki odpowiedzialne za
synteze rRNA, tRNA, replikacje DNA, translacje, biosynteze lipidéw. Jeszcze mniej wiadomo na
temat alarmondéw, bedacych pochodnymi nukleotydéow adeninowych (p)ppApp. Z
dotychczasowych badan wynika, ze mogg one dziata¢ antagonistycznie do (p)ppGpp.

Tematyka badan i prezentowane w tej rozprawie wyniki sg kontynuacjg i rozwinieciem badan
realizowanych w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii przez zespdt promotora rozprawy dr
hab. Katarzyne Potrykus.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma typowy uktad dla tego typu monografii, zawiera
Spis tresci, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cel i zakres pracy, Materiaty i
metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski i Bibliografie. Zabrakto mi tylko Wykazu skrétow, co dla
czytajgcego jest duzym utatwieniem. Niemniej jednak wiekszos¢ uzywanych skrétéw w rozprawie
jest wyjasniona w tekscie.
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Wstep obejmujgce 16 stron. Przedstawiono w nim wyczerpujgce kompendium wiedzy o
odpowiedzi Scistej, enzymach syntetyzujacych i hydrolizujgcych penta-i tetrafosforany guanozyny
a takze najwazniejsze dane o innych nukleotydach sygnatowych, w tym analogach nukleotydéw
adeninowych. Przedstawiono takze charakterystyke bakterii Methylobacterium extorquens AM1.
Czytajac ten rozdziat rozprawy doktorskiej nasunety mi sie trzy pytania:

1) czy wiadomo jakie sg stezenia powstajgcych u bakterii alarmonow?

2) czy powstajgce pochodne nukleotyddéw guaninowych i adeninowych w swojej czgsteczce maja
tylko ryboze, czy powstajg takze pochodne deoksyrybozy?

3) czy hydroliza reszt fosforanowych w alarmonach dotyczy tylko reszt przy 3 at. C cukru?

Przechodzac do oceny dalszej czesci rozprawy doktorskiej to uwazam, ze cele badan postawione
sg w sposdb jasny i przemyslany. Doktorant podjat sie trudnego zadania a mianowicie opracowania
metody oczyszczania biatka RSH z bakterii M. extorquens AM1, charakterystyki jego wtasciwosci
biochemicznych, a takze doktadnej identyfikacji alarmondw syntetyzowanych in vitro i in vivo.

Biorgc pod uwage metodyke pracy, to Doktorant do realizacji zatozonych celéw badawczych
zastosowat wiele ztozonych i nowoczesnych technik badawczych, w tym: program BLAST, UGENE,
fuzji translacyjnej z tagiem SUMO, chromatografii jedno- i dwukierunkowej, chromatografii
jonowymiennej i wiele innych. To co zwraca uwage, to potwierdzenie uzyskanego wyniku za
pomocg innej, komplementarnej metody. Napotkane w czasie realizacji badan problemy
Doktorant rozwigzywat w sposdb niezwykle przemyslany, wybierajgc inne dostepne techniki
badawcze czy rozwigzania komercyjne. Nie watpie, ze byt w tym takze duzy udziat Promotora.
Zaskoczeniem dla mnie byto stosowanie bardzo wysokich stezen nukleotydéw w eksperymentach,
kilku milimolowych. Czy sg to stezenia nukleotyddéw spotykane fizjologicznie w komdrkach
bakterii? | jak sie to ma do stezenia nM uzytego izotopu nukleotydu?

Do tej czesci mam drobng uwage redakcyjng — szkoda, ze stezenia wszystkie zwigzkéw uzywanych
do wywotania odpowiedzi $cistej nie podano w jednakowej formie — stezenia czesci zwigzkow
podano jako molowe, czesci jako procentowe. W mojej opinii powinny by¢ ujednolicone.

Wyniki badan przedstawione zaréwno na rycinach, tabelach, jaki ich opisy sg poprawne i czytelne.
Uzyskano oczyszczony natywnie preparat biatkowy biatka RSHmex 1-352, co jest niewatpliwie
duzym osiggnieciem. Ten preparat zostat wykorzystany do okreslenia jego charakterystyki
biochemicznej. Wykazano, ze enzym ten odpowiada za synteze pentafosforanu guanozyny
(pppGpp), tetrafosforanu guanozyny (ppGpp) i pentafosforanu adenozyny (pppApp) a synteza ta
jest zalezna od obecnosci kofaktora - dwuwartosciowych kationéw, szczegélnie od jondéw kobaltu.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze jest pierwszy enzym typu RSH posiadajgcy zdolnos$¢ syntezy
pppApp. Badany enzym wykazuje tez wieksze powinowactwo do ATP niz GTP.
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Interesujgce sg takze wyniki z badan in vivo, pokazujace, ze biatka RSHmex 1-352 i 1-743 syntetyzujg
wymienione wyzej alarmony, a pppApp jest takze syntetyzowany in vivo przez bakterie Escherichia
coli.

Do tej czesci rozprawy mam kilka spostrzezen i pytan:

- na str.54 napisano, ze , jak mozna zauwazy¢ na rycinie 13...” otrzymano czysty preparat biatkowy,
a stezenie otrzymanego biatka wynosito 0,186 mg/ml. Natomiast na str. 55 napisano, ze ,jak
mozna zauwazy¢ na rycinie 13...” uzyskano 11,6 mg/ml preparatu biatkowego. Rozumiem, ze ten
podpis na str. 55 jest redakcyjng pomytka i chodzito o biatko Relseq 1-385 i rycinie 14.

- czym rézni sie ryc. 17 i tabela 19? Chyba dotyczg tego samego — pokazujg wptyw kationow
kobaltu i magnezu na aktywnos¢ fragmentu enzymu RSHmex 1-352. To dlaczego pokazano rézne
wartosci — np. dla 6mM Co2+?

- dlaczego jest zaskoczeniem, ze w reakcji ATP i GDP powstaje GTP, oraz dlaczego w reakcji ATP z
GTP powstaje znakowany GTP. Nasuwa sie tutaj takze pytanie o wydajnos$é tej reakcji — ile
powstawato ppGpp aile GTP

- wydaje sie, ze przy okreslaniu wzglednej aktywnosci syntetazy pppGpp i uzyciu jondw magnezu
(rysunek 27) powinno sie zwiekszy¢ stezenie ATP — ostatni punkt krzywej nie mozna uznaé za 100%
aktywnosci (brak wysycenia wykresu)

Réwnoczesnie z przedstawionymi rezultatami badan przeprowadzona jest dyskusja wynikéw. Jest
ona ciekawa i dobrze napisana. Oceniajgc dyskusje moge stwierdzi¢, ze otrzymane wyniki zostaty
przez Doktoranta dobrze przedyskutowane i skonfrontowane z danymi z piSmiennictwa, a ich
interpretacja jest wnikliwa i ostrozna. Swiadczy to o dobrej znajomoséci poruszanej w rozprawie
problematyki oraz dobrej znajomosci piSmiennictwa w zakresie prowadzonych badan.

Na zakoniczenie zostaty przedstawione najwazniejsze wnioski z uzyskanych wynikéw. Wnioski sg
prawidtowo sformutowane i w petni udokumentowane wynikami przeprowadzonych
doswiadczen.

Na koniec chciatabym zwréci¢é uwage na stosowanie poprawnych okreslen, i drobne btedy
jezykowe:

- na str. 12 napisano ,, ...gdzie pierwszym nukleotydem powstajgcego transkryptu jest guanina” —
chodzito o GMP

- czy kilkakrotnie uzyty zwrot ,komigruje” jest okresleniem poprawnym w jezyku polskim,
podobnie jak na str. 46 ,motywy HD1 i 6 koordynujg guanine”, czy dalej , koordynuje kationy”

Niemniej jednak te drobne niedociggniecia (wskazane przez obowigzek recenzenta) nie
umniejszajg wartosci uzyskanych interesujgcych wynikdw dotyczacych biochemicznych
wtasciwosci biatka RSH, w tym najwazniejszej — zdolnosci do syntezy nukleotyddéw sygnatowych
[(p)PPGpp i (p)pPAPP].
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W podsumowaniu stwierdzam, ze mgr Michat Sobala jest w petni uksztattowanym
pracownikiem naukowym, postugujagcym sie wieloma technikami badawczymi, zdolnym do
rozwigzywania skomplikowanych problemow. Jej rozprawa doktorska ma charakter
oryginalnej, bardzo dobrej pracy doswiadczalnej spetniajacej wszelkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim. Dlatego tez zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii o
dopuszczenie mgr Michata Sobala do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage doskonaty warsztat doswiadczalny Doktoranta, co jest
wyrdzniajace na tym etapie rozwoju naukowego oraz fakt, ze uzyskane niezwykle interesujgce
wyniki z catg pewnoscig zostang szybko opublikowane w prestizowych czasopismach zwracam
sie do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego z wnioskiem o wyréznienie
rozprawy doktorskiej mgr Michata Sobala.

Z powazaniem
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