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Praca doktorska mgr Akshay Maniyeri Suresh’a powstata pod opiekg Prof. dr
Satish’a Rainy w Pracowni Genetyki Bakterii na Wydziale Chemii Politechniki Gdanskiej.
Promotor pracy to wybitny znawca proceséw biogenezy lipopolisacharydu (LPS) i
fosfolipidéw (PL) oston komdrkowych bakterii Gram-ujemnych. Prace Profesora
S. Rainy i jego zespotu badawczego wskazaty na powigzania w syntezie tych dwdch
sktadnikow btony zewnetrznej i btony komdrkowej bakterii, w szczegdlnosci funkcji
biatek LapB i LapC w tych procesach. Doktorant podjat sie kontynuacji tych badan.
Celem jago pracy doktorskiej byto uzyskanie wynikow, ktore pogtebityby wiedze na
temat regulacji biosyntezy LPS u E. coli, w tym przede wszystkim petniejszego

wyjasnienia roli biatek LapC i LapD w kompleksie regulujgcym to zjawisko.

Rozprawa doktorska mgr Akshay Maniyeri Suresh’a stanowi opracowania
typowe dla prac eksperymentalnych na stopien doktora. Obejmuje cze$é teoretyczna
— Wstep, Cel i zakres pracy z jego uzasadnieniem, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusje,
a takze Wnioski i Spis literatury. Dotgczono takze Wykaz skrotow, Streszczenia w jezyku
polskim i angielskim oraz spisy rycin i tabel. W doktoracie znalazty sie tez 4
wieloautorskie publikacje, wszystkie z udziatem Doktoranta, wydane w International

Journal of Molecular Scinces, w ktérych zawarte sg wyniki jego badan.



Doktorant w bardzo dobrze opracowanym Wstepie przedstawia przeglad
informacji o ostonach komdrek bakterii Gram-ujemnych. Szczegdlng uwage poswieca
btonie zewnetrznej (OM), w tym jej asymetrycznej budowie i roli jakg ona petni, jako
bariera przepuszczalnos$ci. Przedstawia tez role biatek btony zewnetrznej oraz ich
biogeneze w wykorzystaniem kompleksu BAM (B-Barrel Assembly Machine). Opisano
tez znaczenie lipoprotein w integralnosci OM i innych jej wifasciwosci.
Scharakteryzowano proces biosyntezy fosfolipidow, a takze ich przemieszczania z
btony komdrkowej do btony zewnetrznej przez system Lol. Duzy fragment Wstepu
poswiecono LPS, charakteryzujg pod wzgledem chemicznym i znaczenia biologicznego
jego trzy regiony — lipid A (LA), region rdzeniowy i antygen-O. Szczegdtowo
przedstawiono biosynteze regionu Kdo-LA wg szlaku Reatz’a, role biatka FtsH i LapB w
regulacji biosyntezy tego regionu oraz powigzania z biosyntezg PL. Jest ustalone, iz
reszta kwasu 3-hydroksy-mirystynowego przytgczona do biatka ACP (Acyl Carrier
Protein) jest wspdlnym substratem dla obu szlakdéw biosyntezy PLi regionu Kdo-LA LPS.
Autor wskazat tez na znacznie w procesie regulacji biosyntezy regionu Kdo-LA biatka
LapC. W nastepnym fragmencie Wstepu przedstawia tez dalsze etapy tworzenia LPS,
w tym role flipazy MsbA, przenoszacej LPS przez btone komdrkowqg do przestrzeni
periplazmatycznej komarki bakterii i systemu biatek Lpt (LPS transport) przenoszacych
LPS przez przestrzen periplazmatyczng, pomiedzy btonami komorki bakterii Gram-
ujemnych - btong komdérkowga i btong zewnetrzng. Przeglad informacji o LPS konczy
charakterystyka glikoform regionu rdzeniowego E. coli oraz krétka informacji o

znaczeniu biologicznym LPS jako endotoksyny.

Bardzo szeroko opisano takze fosfolipidy bakterii Gram-ujemnych, ich miejsce
btonie komdrkowej oraz wewnetrznej czesci asymetrycznej btony zewnetrznej. Autor
przedstawit szlak biosyntezy PL, od prekursoréw szlaku tj. glicerolo-3 fosforanu i
kwasow ttuszczowych. Szczegdtowo opisano tez szlak Mla odpowiedzialny za usuwanie
niewtasciwie zlokalizowanych PL w bfonie zewnetrznej i przemieszczanie ich do btony
komodrkowej. Krotko przedstawiono tez budowe peptydoglikanu E. coli i etapy jego
biosyntezy oraz przemieszczanie do periplazmy. Wstep konczy rozdziat poswiecony
regulonowi of i jego roli w biosyntezie LPS oraz PL i innych sktadnikéw oston

komdrkowych bakterii.



Stwierdzam, iz Wstep jako czes$¢ teoretyczne pracy doktorskiej zostat
przygotowany wifasciwie. Zawiera przeglad danych dotyczacych elementéw S$ciany
komodrkowej bakterii, ktorych biogeneza byta przedmiotem badarn Doktoranta.
Zawarte w tekscie informacje sg uzupetnione przez ryciny obrazujace opisywane
procesy i zjawiska. Ta cze$é pracy ukazuje bardzo dobre przygotowanie teoretyczne

Doktoranta do realizacji czesci doswiadczalnej doktoratu.

Cel pracy doktorskiej mgr Akshay Maniyeri Suresh’a to pogtebienie wiedzy na
temat regulacji biosyntezy LPS E. coli, w tym w szczegdlnosci petniejszego wyjasnienia
roli biatek LapC i LapD, oddziatujgcych z biatkiem LapB, kluczowym biatkiem w kontroli
homeostazy tj. rownowagi pomiedzy biosyntezg LPS, PL i innych sktadnikdéw Sciany
komoérkowej bakterii Gram-ujemnych. Tak sformutowany cel badan zostat szczegétowo
uzasadniony w kolejnym rozdziale rozprawy. Doktorant zwrécit m.in. uwage na fakt, iz
mechanizm jaki lezy u podstaw modulujgcego dziatania LapB na FtsH i jak to wptywa
na wytwarzanie LPS nie jest w petni wyjasnione. Takze sie¢ biatek dziatajgcych w
otoczeniu LapB jest prawdopodobnie bardziej rozbudowana niz obecnie wiadomo.
Kluczowym byto poznanie roli biatka LapD ktdre, biorgc pod uwage jego interakcji z
innymi biatkami, na co wskazywato wspdtoczyszczanie, badania genetyczne, jego
wytgczenie skutkujgce zaburzeniami biosyntezy LPS i metabolizmu PL. Zastosowano
takze analize supresoréw pozagenowych dla wykazania funkcjonalnej sieci, w ktorej
dziata LapD oraz wykorzystano wielokopijny supresor dla wskazania gendw
koniecznych do przezwyciezania defektéw fenotypowych u bakterii z wytgczonym
genem lapD. Réwnolegle analizowano konsekwencje braku funkcji biatka LapC w
systemie regulacji biosyntezy LPS. Wszystkie zadania badawcze witasciwie
uzasadniono, pokazujgc ztozonos$¢ podjetych problemoéw zwigzanych z biosyntezg LPS
i PL oraz logiczne podejscie do ich wyjasniania. Rdine podejscia badawcze
zaplanowane do realizacji pracy doktorskiej przedstawiono na dwéch schematach na
koncu czesci dysertacji z uzasadnieniem badani. Zaplanowane eksperymenty stanowity

podstawe realizacji zadan badawczych doktoratu.

W pracy Wykorzystano bogaty materiat badawczy - szczepy, plazmidy i

oligonukleotydy, konieczne do realizacji zadan badawczych. Zestawiono je w tabelach,



podobnie podfoza hodowlane, jak i inne materiaty (bufory, zele, roztwory i odczynniki

chemiczne).

Metody badawcze ujeto w rozdziale 3.2. Zastosowano metody adekwatne do
postawionych zadan badawczych. Zaprezentowano je szczegétowo i wyczerpujgco.
Podkresli¢ nalezy bogaty zestaw metod wykorzystanych w badaniach, w tym m.in.
transformacje i transdukcje bakterii, separacje btony komdrkowej i zewnetrznej,
ekstrakcje LPS i jego analize przy wykorzystaniu spektrometrii masowej, izolacje i
analize kwaséw ttuszczowych, oczyszczanie i analize biatek przy uzyciu SDS-PAGE oraz
Western blotting, a takze metody genetyczne (delacji gendw, ich klonowania, izolacji i

mapowania ekstragenowych supressorow, mutacji transpozonowej).

Wyniki badan opracowano bardzo starannie i przedstawiono w tabelach i na
rycinach. Wykorzystano takze dane otrzymane od cztonkéw zespotu badawczego
Promotora, co odnotowano w rozprawie. Do najwazniejszych wynikow rozprawy

doktorskiej Doktoranta zliczy¢ nalezy m.in.:

1. Wykazanie koelucji biatka LapD z innymi biatkami zaangazowanymi w biogeneze
LPS i jego transport oraz biosynteze PL,

2. Stwierdzenie, iz w bakteriach z wytgczong synteza biatka LapD (AlapD) poziom
biatka LpxC spada w wyzszej temperaturze,

3. Wykazanie, iz delecja w mutancie lapD gendw waaC i clsA, odpowiednio
kodujacych biatka WaaC (dotgcza Hep do Kdo-LA) i ClsA (zaangazowane w synteze
kardiolipiny) powoduje zahamowanie wzrostu bakterii w wyzszej temperaturze. To
wskazuje na znaczenie biatka LapD jako jednego z czynnikéw koordynujgcych
biogeneze LPS i homeostaze PL, co przektada sie na stabilnos¢ i funkcje OM u
E. coli,

4. Wykazanie powigzania biatka LapD z biosyntezg peptydoglikanu,

5. Wskazanie na role biatka LapD w efektywnej translokacji LPS z btony komdrkowej
do btony zewnetrznej oraz biosyntezy PL,

6. Odkrycie funkcjonalnego zwigzku pomiedzy biatkami LapD i LapC.

Podsumowujgc, pragne podkreslié, iz Doktorant zrealizowat postawione cele

pracy tj. pogtebienia wiedzy o roli biatek LapD i LapC oddziatujgcych na biatko LapB w



procesie regulacji biosyntezy LPS u E. coli. Autor dysertacji wskazat na role biatek LapD
i LapC jako czynnikéw integrujacych, spajajacy system regulujacy Lap i na ich znaczenie
dla utrzymania homeostazy struktur oston zewnetrznych tych pateczek Gram-
ujemnych. Szczegdlnym osiggnieciem Mgr Akshay Maniyeri Suresh’a jest wykazanie, iz
biatko LapD jest w centrum funkcjonalnego kompleksu taczacego gtédwne szlaki
biogenezy btony komérkowej i sciany komérkowej E. coli. Jest powigzane z biosyntezg
LPSijego transportem do btony zewnetrznej bakterii, biosyntezg kwaséw ttuszczowych
i metabolizmem PL, a takze biosyntezg peptydoglikanu. Doktorant odkryt te zaleznosci,
co pozwolito mu zaproponowac uzupetniony model regulacji biogenezy ostony
komoérkowe;j E. coli (ryc. 42), w tym syntezy w szczegdlnosci biosyntezy PLi LPS. W tym
modelu, kompleks LapB/C/D jest w centrum tego systemu regulacji. Biatko LapB
poprzez biatko FtsH degraduje LpxC, hamujgc synteze LPS. To pozwala na
wykorzystanie kompleksu kwasu B-hydroksy-C14-ACP jako prekursora w syntezie PL, a
biatka LapD i LapC (jak to zaznaczono na tej rycinie) wptywajg na oba sprzezone szlaki

biosyntezy LPS i PL.

Dyskusja zostata przeprowadzona bardzo dobrze, tak w warstwie krytycznego
spojrzenia na wyniki badan wtasnych, jak i w kontekscie danych literaturowych. Szczegétowa
analiza duzej liczby wynikéw odnoszacych sie do réznych proceséw wskazuje na zdolnosci

Doktoranta do szukania powigzan miedzy nimi i wyciggania wnioskéw oraz uogdlnien.

W rozdziale 15 przedstawiono Whnioski. Nie sg tylko lista punktow z krotkimi
sformutowaniami. Takze tu Doktorant pokazat swoje zdolnos$ci do szerszego spojrzenia na
swoje osiggniecia. Stwierdzam, iz wnioski znajdujg petne potwierdzenie w uzyskanych

wynikach.

Bogata jest dokumentacja pracy w formie rysunkow, wykreséw tabel i zdjec. Rycin jest
42, a tabel 13. Utatwito to sledzenie opisu przeprowadzonych badan i ocene uzyskanych

wynikéw.
Bogata literatura w liczbie 320 pozycji jest dobrana dobrze i poprawnie cytowana.

Pragne podkresli¢ widoczng pracowitos¢ Doktoranta. Realizacja rozprawy zapewne
wymagata od niej bardzo dobrej organizacji pracy i duzego zaangazowania. O innych jego

cechach wspomniatem wyzej.



Praca doktorska mgr Akshay Maniyeri Suresh’a byta dofinansowana ze grantu NCN. Jak
napisatem wyzej wyniki badan Doktoranta znalazty sie w publikacjach wydanych w
renomowanym czasopiSmie naukowym. Znalazty wiec juz uznanie u wymagajacych

recenzentéw, co warte jest podkreslenia.
Pytania i uwagi:

1. Na rycinach we Wstepie obrazujgcych ostony komérkowe E. coli, nie zaznaczono
obecnosci peptydoglikanu w peryplazmie.

2. Na str. 104 Doktorant stusznie zauwaza, iz jego wyniki badan mogg by¢ w przysztosci
wykorzystane w poszukiwaniu alternatywnych sposobdw zwalczania bakterii Gram-
ujemnych w czasach wzrastajgcej opornosci bakterii na antybiotyki. Prosze o
doprecyzowanie, co mogtoby by¢ najwtasciwszym celem takich dziatan, w kontekscie

odkrytych mechanizmoéw regulacyjnych biosyntezy LPS, peptydoglikanu i fosfolipidéw.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca mgr Akshay Maniyeri Suresh’a pt.
,Regulation of cel envelope homeostasis by Lap proteins in Escherichia coli” spetnia wymogi
stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych,
w dyscyplinie nauki chemiczne tj. warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (D.U. z 2024. poz. 1571 z pdzn. zmianami) tj. prezentuje
0golng wiedze teoretyczna Kandydata w dyscyplinie oraz umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, a przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne

rozwigzanie problemu naukowego.

Zwracam sie wiec do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Gdanskiej z uprzejmg prosbg o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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