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Ocena pracy doktorskiej mgr Michala Sobali ,Synteza nukleotydow
sygnalowych [(p)ppGpp i (p)ppApp] przez enzym RSH z Methylobacterium

extroquens AM1”.

Jednym z podstawowych mechanizmow umozliwiajacych przezycie mikroorganizmom w
srodowisku jest ich zdolnos$¢ adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkéw. Dotyczy to zaréwno
bakterii saprofitycznych, oportunistycznych czy tez patogennych. Bakteria musza szybko i
wlasciwie reagowac na bodzce srodowiska poprzez globalne zmiany na poziomie regulacji
ckspresji genow optymalizujac wysilek energetyczny do pojawiajacych sie zagrozen i
mozliwosci. Adaptacja bakterii do zmieniajgcych sie warunkéw jest procesem $cisle
regulowanym, zaleznym od zdolnosci do odbioru zewnatrz- badz wewnatrzkomorkowych
sygnalow, ktore beda uruchamia¢ zmiany w poziomie ekspresji gendéw poszczegdlnych
regulonow. Prawidtowa odpowiedz komdrki na wystapienie niedoborow w srodowisku wzrostu
regulowana jest przez wewnatrzkomorkowe alarmony takie jak tetra- oraz pentafosforany
guanozyny bedace elementami odpowiedzi S$cistej stanowiacej przedmiot zainteresowania
Doktoranta.

Pan Michal Sobala skoncentrowal swoje badania na identyfikacji oraz charakterystyce
biochemicznej nowego biatkka RSH u Merhylobacterium extroquens odpowiedzialnego za
synteze alarmondéw odpowiedzi Scistej w warunkach in vitro oraz in vivo. Badania swe
Doktorant mogt oprze¢ o ogrom wiedzy i doswiadczenia w badaniach odpowiedzi $cislej
zgromadzony w poprzednich latach w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii z ogromnym
udzialem promotora pracy, Pani dr nab. Katarzyny Potrykus.

Biorac pod uwage wcigz ograniczong wiedzg o wihasciwosciach bialek regulujacych

odpowiedz $cislg, w tym bialek typu RSH, brak jakiejkolwiek wiedzy o regulacji odpowiedzi



INSTYTUT |nstytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk
| St siihines +ap e s

w todzi

93-232 kodz tel.: 042 2723610 e-mail: jdziadek@cbm.pan.pl
ul. Lodowa 106 fax.:042 2723630 www.cbm.pan.pl

BiolMed

Scistej u bakterii z rodzaju Methylobacterium cele badawcze postawione przed Doktorantem
nalezy uzna¢ za w pelni uzasadnione 1 niezwykle ciekawe.

Uklad tekstu rozprawy jest tradycyjny, cze$¢ doswiadczalna jest poprzedzona dobrze
przemyslanym wstegpem literaturowym, obrazujacym obecny stan wiedzy dotyczacy alarmonow
odpowiedzi S$cistej, enzymow syntetyzujacych i hydrolizujacych te alarmony a takze
charakterystyki bakterii z rodzaju Methylobacterium.

Wstep pracy jest napisany bardzo tadnym, przejrzystym jezykiem naukowym
dostarczajgcym  czytelnikowi wszystkich informacji koniecznych dla wlasciwej oceny
pozostalych czesci pracy. Dobor zagadnien omawianych we ,,Wstepie” pracy jest rowniez
gleboko przemyslany i Scisle zwigzany z prezentowanymi w dalszych rozdziatach wynikami
wlasnymi Doktoranta.

W tym miejscu prosilbym tylko Doktoranta o kilka wyjasnien i uzupelnien. Schemat
na str. 11 obrazuje wplyw (p)ppGpp na procesy fizjologiczne bakterii w tym na powstawanie
komorek przetrwalych. Jednoczesnie na tej samej stronie Doktorant pisze, ze ,.Mimo
poczatkowych doniesien o udziale (p)ppGpp w powstawaniu komorek typu persisters, .....
najnowsze badania wskazuja na brak zaangazowania odpowiedzi $cistej w powstawanie takich
komorek u M. smegmatis”. Pierwotne badania pokazujace taka zaleznos¢ byly wykonane na
modelu E.coli czy Doktorant uwaza, ze praca Bhaskara 1 wsp., moze by¢ interpretowana nie
tylko pod katem mykobakterii ? Prosze¢ Doktoranta o przedstawienie wlasnej opinii na ten
temat na podstawie dostepnej literatury.

Niezwykle ciekawe, roéwniez w aspekcie badan wlasnych opartych o analiz¢ biatka
pozbawionego fragmentu N-terminalnego, sa przytoczone przez Doktoranta dane literaturowe
dotyczace wplywu domen regulatorowych w bialkach RSH na ich aktywnos$¢ enzymatyczna.
Czy obecna wiedza upowaznia do stwierdzenia, ze bialka RSH moga posiadaé¢ rézna
aktywnos$¢ w zalezno$ci od obecnosci lub braku domeny regulatorowej ? Jak tlumaczyé¢, ze
bialko Rely,, pozbawione domeny regulatorowej posiada przeciwstawna aktywnos$¢ w
E.coli oraz S. aureus ? Czy ,tajemnicze” czynniki modulujace wspomniane przez autoréow
zostaly juz zidentyfikowane i opisane ?

W rozdziale ,.Materialy i Metody™ autor zapoznaje czytelnika z zastosowana metodologia

badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sa dokladnie opisane w sposdb umozliwiajacy ich
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odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegoélna uwage zasluguje zastosowanie calej gamy
metod biochemicznych dla okreslenia wlasciwosci badanego, rekombinowanego biatka.

Czgs$¢ eksperymentalna autor rozpoczal od analiz in silico podobienstwa potencjalnego
biatka RSH badanego drobnoustroju oraz znanych bialek RSH E.coli oraz S. aureus. Ze wzgledu
na stosunkowo niski stopien podobienstwa badanych bialek autor wykonal réwniez analize
sekwencji aminokwasowej centrum Kkatalitycznego bialek RSH wykazujac, ze badane biatko
posiada typowa sekwencje pierwszorzedowa tego regionu.

W dalszej czgsci pracy Doktorant skoncentrowal sie¢ na nadprodukcji 1 oczyszczeniu
rekombinowanej formy enzymu RSHy. Bardzo stusznym podejsciem metodycznym bylo
oparcie tej czgsci pracy na syntetycznym, zoptymalizowanym pod katem kodondéw genie rsh.
Zalozenia pracy obejmowaly konstrukcje 4 ukladéw ekspresyjnych pozwalajacych na
nadprodukcje i oczyszczenie pelnej formy biatka, domeny katalitycznej, syntetazy oraz
hydrolazy. Jako uktad ekspresyjny wybrano wektor z metka SUMO oraz komorki E.coli Rosetta.
Nie do konca jest dla mnie zrozumialy brak mozliwosci sklonowania peinej formy genu ? Czy
autor probowal klonowan posrednich w wektorach do klonowania produktéw PCR (np.
pJetl.2), czy brane byly pod uwage inne wektory ekspresyjne dla pokonania powstalych
trudnosci ? Znacznie wickszym wyzwaniem jest uzyskanie wydajnej ekspresji badanych bialek
w formie rozpuszczalnej. Przeprowadzona przez Doktoranta optymalizacja procesu pozwolila na
wydajne oczyszczenie homogennego biatka domeny katalitycznej (1-352), nie udalo si¢ to
natomiast dla bialek domen hydrolazy i syntetazy. Czy Doktorant probowal zastosowaé inne
wektory ekspresyjne dla E.coli zawierajgce alternatywne metki (np. pGex) i/lub inne
komorki gospodarza pozwalajace na indukeje bialka w bardzo niskich temperaturach (np.
ArcticExpress)? Nalezy podkresli¢, ze przeznaczone do badan biochemicznych biatko
RSHyex1-352 bylo pozbawione metki Sumo po odcieciu jej odpowiednia proteaza oraz
oczyszczeniu w chromatografii metalopowinowactwa. Bardzo dobrze zaplanowane 1 wykonane
analizy biochemiczne uzyskanego biatka oparto gléwnie na jedno- i1 dwukierunkowe;
chromatografii cienkowarstwowej pozwalajacej na obserwacje powstajacych nukleotydow.
Ciekawg obserwacja Doktoranta bylo wykazanie, ze badany enzym do optymalnej syntezy
alarmonow wymaga kationow kobaltu a jego aktywnos¢ obserwowana jest rowniez w wyzszych
stezeniach kationdw magnezu. Ciekawy jestem czy znane s3 st¢zenia obu kationéow w

komoérkach bakterii i czy sa one zblizone do st¢zen z optimum dzialania enzymu? Autor
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okreslit takze optymalna temperature dzialania enzymu oraz wykazal brak aktywnosci
hydrolityczne] w stosunku do tetra- 1 pentafosforandéw guanozyny oraz adenozyny. Do
identyfikacji nukleotydéw syntetyzowanych przez badany enzym Doktorant wykorzystat jedno- i
dwukierunkowa chromatografie cienkowarstwowa a takze chromatografie jonowymienna, co
pozwolilo jednoznacznie wykaza¢ syntezg¢ tetrafosforanu guanozyny oraz pentafosforanu
guanozyny oraz adenozyny. Szczegolnie wykazanie zdolnosci enzymu RSH do syntezy
(p)ppApp wydaje sie cennym osiagnieciem poznawczym Doktoranta. Autor wyznaczyl takze
stala Michaelisa (Km) badanego enzymu potwierdzajac jego wieksze powinowactwo do ATP niz
GTP. Przeprowadzone zostaly takze badania aktywnosci enzymatycznej in vivo w
heterologicznym gospodarzu w oparciu o opracowany na potrzeby prowadzonych badan test z
wykorzystaniem genu reporterowego lacZ. Przeprowadzone analizy wzrostu oraz ekspresji [3-
galaktozydazy a takze testy komplementacji potwierdzily zdolno$¢ badanego enzymu do syntezy
(p)ppGpp w warunkach in vivo. Wyniki te zostaly potwierdzone poprzez chromatograficzna
analize (2DTLC) nukleotydow izolowanych ze szczepu noszacego, lub nie, transformowany
plazmid zapewniajacy ekspresje RSHyx. Bardzo cenng obserwacja bylo takze wykazanie, ze
.dzikie” szczepy B. subtilis, M. extroquens oraz E.coli syntetyzuja zardwno tetrafosforan
guanozyny jak i pentafosforan adenozyny, a synteza tego ostatniego jest zalezna w E.coli od
obecnosci funkcjonalnego genu reld.

Dyskusja pracy zostala napisana bardzo dojrzale, ze znakomitg znajomoscia tematu, a
Doktorant w sposob krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.
Whnioski wyciagniete przez Doktoranta maja silne podstawy w prezentowanych wynikach i
mozna uznac je jako w petni uprawnione.

Czy na podstawie dost¢epnych obecnie informacji w literaturze naukowej oraz
wynikéw wlasnych nie nalezaloby zalozy¢, Ze pentafosforan adenozyny dziala
antagonistycznie w stosunku do (p)ppGpp i sluzy raczej wylaczeniu odpowiedzi Scislej w
warunkach optymalnego wzrostu ? Prosilbym Doktoranta o podje¢cie dyskusji na ten temat

podczas publicznej obrony.

Podsumowanie:
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Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorska Pana mgr Michata Sobali uwazam, ze
ambitne cele rozprawy doktorskiej zostaly w pelni osiagnigte a uzyskane wyniki nalezy uzna¢ za
oryginalne i bardzo wartosciowe. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji Rozprawa
Doktorska speinia warunki okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) z dnia 14 marca 2003 r
z pozniejszymi zmianami i wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie Doktorantka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

- .
Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterinm




