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Recenzja rozprawy doktorskiej ,Wptyw odpowiedzi $cistej na zdolnosci przystosowawcze bakterii do

zmiennych warunkéw srodowiska” pani magister Klaudii Milewskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. Agnieszki
Szalewskiej-Patasz w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii Uniwersytetu Gdanskiego. Rozprawa
zostata zaprezentowana w klasycznej formie i zawiera standardowe czeéci publikacji naukowej, czyli
Wstep, Materiaty i Metody, Wyniki i Dyskusje wraz ze spisem literatury cytowanej w tekscie,
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, wyodrebnionymi celami pracy. Praca zawiera rowniez spis

treéci i liste uzytych skrotow, bez spisu tabel i rycin.

Przedstawiona praca jest bardzo obszerna (201 numerowanych stron), co sprawia, ze tekst jest
miejscami niejednorodny przechodzac od bardzo skondensowanych fragmentow opisu do dosc ogolnych
i mniej konkretnych. Widac to szczegolnie we wstepie, ktory moim zdaniem mogtby zostac znaczgco

skrocony w poczatkowej czesci opisowej. Poczatkowa czesé zawiera informacje dotyczace bakterii



badanych w przedstawionej pracy. W celu skrocenia Wstepu mozna byto rowniez nie zamieszczac zdjec
bakterii z mikroskopu $wietlnego, ktore raczej nie wnoszg istotnych informacji do tekstu. Musze rowniez
przyznac, ze w tej czesci nie do konca podobato mi sig uzycie odnosnikow do strony
https://microbewiki.kenyon.edu/ jako opisu okreslonych grup bakterii. Zamiast tego, powinien raczej
pojawic sie odnoénik do ogdlnie przyjetych referencji dotyczacych systematyki bakterii jak na przyklad
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Pierwsza czes¢ wstgpu w jasny sposob przedstawia

érodowisko bytowania badanych bakterii i stresy na jakie s3 narazone w okreslonym srodowisku.

Druga czesé wstepu w wyczerpujacy | doktadny sposob podsumowuje stan wiedzy dotyczacy
mechanizméw odpowiedzi scistej i roli (p)ppGpp w regulacji ekspresji genow. Przedstawione zostaty
wszystkie aspekty posredniego i bezposredniego (p)ppGpp wplywu na proces transkrypcji, ktore

pozwalaja na pozniejszg analize i interpretacje wynikow.

Ze wzgledu na obszernos¢ pracy autorka nie ustrzegta sie bledow redakcyjnych takich jak

niekonsekwencje uzywania np. Eschericha coli/E. coli, cytowanie w tekscie rycin w ztej kolejnosci (ryc. 5 i
6), czy zta numeracja czesci podrozdzialdow w Materiatach i Metodach. Musze jednak przyznac, ze jak na
tak dtuga rozprawe tych drobnych potkniec jest mato, a ja jako recenzentka jeszcze nigdy nie spotkatam

sie z praca, ktora by byta ich pozbawiona.

Nastepnie doktorantka przedstawia cel swojej pracy. Moim zdaniem cel glowny jest bardzo szeroki, a
byto nim okreslenie roli czynnikow odpowiedzi Scistej w procesach adaptacji bakterii do niekorzystnych
warunkow srodowiskowych. Ze wzgledu na duzg ogolnosc zatozen, sprecyzowano dodatkowo cele
szczegotowe. Szczegolowe cele jakie postawita sobie doktorantka to zbadanie wptywu odpowiedzi scislej
na regulacje transkrypcji promotoréw tRNA u Eschericha coli oraz zbadanie zdolnosci indukcji odpowiedzi

scistej u bakterii morskich.

Kolejnym rozdziatem rozprawy sg Materiaty i Metody. Jest to rozdziat niezwykle rozbudowany i
zawierajgcy moim zdaniem ogromnag ilos¢ zbednych informacji. Podawanie sktadu komercyjnie
dostepnych podtozy, czy standardowych buforow, ktore sg ogolnie dostepne nie wnosi wiele do pracy,
mozna w takich przypadkach powotac sie na referencje do podrecznikow jak np. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (obecnie dostepne juz 4 wydanie). Jezeli roznego rodzaju podtoza uzywane do
eksperymentow jak np. podtoza mineralne MOPS sg autorskim dzietem doktorantki powinno to byc
zaznaczone w tekscie, jezeli nie, powinien by¢ podany odnosnik do Zrodta. Z drugiej strony opis szalenie

istotnych materiatow uzywanych w eksperymentach jak np. oczyszczony ppGpp czy oczyszczone biatka



jest potraktowany w sposob szalenie zdawkowy. Podobne uwago odnosza sie rowniez do opisu metod. Z
jednej strony autorka opisuje elementy transformacji jak np. komorek kompetentnych w wigczeniem
symbolu rotora uzywanego do przygotowania komorek, a z drugiej strony podaje, ze procedura opiera
sie na jednym z wydan Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Rozdziat Materiaty i Metody mogiby
z0stac skrécony, powinny zostaé podane odnosniki do konkretnych publikacji opisujgcych metody. O ile
zadaniem takich rozdziatéw powinno by¢ przekazanie informacji pozwalajgcej na odtworzenie
wykonanych eksperymentéw, nadmierne szczegoty zaburzajg odbior tego co doktorantka zrobita

ogromnym nakladem pracy.

Rozdziat , Wyniki” zawiera opis wykonanych eksperymentéw wraz z rycinami je przedstawiajacymi (od
ryciny 15 do 46). W tym rozdziale doktorantka opisuje wptyw ppGpp i biatka DksA na transkrypcje z
promotorow tRNA. Do badan wykorzystano gtownie transkrypcjg in vitro. Dla kazdego z badanych
promotoréow badano wptyw zmieniajgcych sie stezert ppGpp, DksA i kombinacji obydwu. Musze przyznac,
ze o ile graficzne przedstawienie wynikow na rycinie 16 jest niezwykle przejrzyste i informatywne, to
tabela 21 zawiera szalenie duzo informacji, ktore czesciowo pokrywaja sie z rycing 16. By¢ moze
podsumowanie w formie samego wykresu stupkowego przedstawiajace aktywnos¢ promotorow
(pomaranczowe stupki w tabeli) dla kontroli i najwyzszych zastosowanych stezen ppGpp i/lub DksA

bytoby bardziej przejrzyste.

W kolejnym zestawie doswiadczen doktorantka badata wptyw ppGpp i/lub DksA na stabilnosc otwartych
kompleksow rejonu promotorowego i polimerazy RNA. Wyniki tych eksperymentow zostaty pokazane na
rycinie 17 i podsumowane w tabeli 22. Podobnie jak we wspomnianych powyzej eksperymentach tabela

22 jest malo czytelna, zamiast stopniowania kolorow w tabeli by¢ moze lepiej byloby uzyé wykresu w

formie histogramu.

Na podstawie tych dwaoch grup doswiadczen doktorantka wybrata 7 promotorow, ktore nastepnie badata
pod katem wpltywu czynnikow odpowiedzi scistej na wydajnosc opuszczania rejonu promotorowego
przez polimeraze RNA i wigzanie polimerazy. Drobna uwaga — w tytule podrozdziatu 5.1.5 doktorantka

wspomina polimeraze DNA, podczas gdy eksperymenty opisujg opuszczanie promotorow przez

polimeraze RNA.

Druga tematyczna cze$¢ wynikow dotyczy bakterii morskich i wystepujgcych u nich systemow
odpowiedzi scistej. Doktorantka rozpoczyna od porownania sekwencji biatek RelA i SpoT

odpowiedzialnych za metabolizm ppGpp z ich homologami z Shewanella baltica, Acinetobacter johnsonii i



Vibrio harveyi i identyfikowata potencjalne miejsce wigzania Rel A do rybosomy. Nastepnie przy uzyciu
oczyszczonych rybosomow doktorantka przeprowadzita synteze ppGpp, ktora wykazata , ze w

zastosowanych warunkach in vitro synteza nie zachodzi.

Stres na jaki mogg byc naraione bakterie dotyczy czesto temperatury, zasolenia, zmian pH, dostepnosc
sktadnikow odzywczych, zmiany procesow komorkowych jak np. zaburzenia replikacji czy uszkodzenia
DNA. Doktorantka zbadata wptyw réinego rodzaju stresu na indukcje odpowiedzi Scistej u bakterii

morskich in vivo i wykazata, ze w wiekszosci przypadkow dochodzi do syntezy ppGpp.

W Dyskusji doktorantka podsumowuje uzyskane wyniki i w dojrzaly sposab omawia je w odniesieniu do

literatury. W mojej opinii jest to najlepsza i najbardziej wywazona czgs¢ pracy

Na podstawie lektury nasuneto mi sie kilka pytan i chciatabym poprosi¢ doktorantke o poszerzenie

wiedzy dotyczacej Shewanella baltica, Acinetobacter johnsonii i Vibrio harveyi.

1. Na podstawie danych genomowych wiadomo, ze poszczegolne izolaty w obrebie jednego
gatunku bakterii moga sie znaczgco réznic od siebie. Czy w sekwencjach innych genomow
Shewanella baltica, Acinetobacter johnsonii i Vibrio harveyi wystepujg homologi RelA i SpoT i jaki
jest ich podobienstwo do sekwencji analizowanych w przedstawionej rozprawie?

2. Czy w genomie Shewanella baltica, Acinetobacter johnsonii i Vibrio harveyi wystepujg inne
homologi niz tylko homolog RelA i SpoT np. homologii znanych z innych mikroorganizmow RelP
czy RelQ?

3. Jaki wptyw na odpowiedz $cista moga miec wptyw potencjalne zmiany sekwencji
aminokwasowej biatek RSH w obrebie gatunku. Czy u najlepiej pod tym katem zbadanej
Escherichia coli obserwuje sie zaleznos¢ sekwencji biatkowe) RelA i SpoT od poziomu/wydajnosci

odpowiedzi scistej?

Podsumowanie

Na podstawie oceny indywidualnego wkiadu pani magister Klaudii Milewskiej w powstanie rozprawy
doktorskiej, moge stwierdzic, ze przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule naukowym i
stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz 595, wraz

pozniejszymi zmianami). Zgodnie z ustawa, przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie



problemu naukowego, wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydata oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego z proshg

o dopuszczenie pani magister Klaudii Milewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

lzabela Sitkiewicz



