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Recenzja

rozprawy doktorskiej Akshay Maniyeri Suresha
pt. Regulacja homeostazy otoczki komérkowej przez biatka Lap u Escherichia coli

Regulation of cell envelope homeostasis by Lap proteins in Escherichia coli

Rozprawa doktorska zostata przygotowana pod opiekg Profesora Satisha Rainy
w Laboratorium Genetyki Bakterii na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdariskiej. Badania byty

finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu 2023/49/B/NZ1/01986.

Bakterie sg mikroorganizmami zdolnymi do zasiedlania niemal wszystkich srodowisk
wystepujgcych na Ziemi. Niektore bakterie mogg rosngé w szerokim zakresie temperatur
i wartosci pH, podczas gdy inne sg przystosowane do zycia w sSrodowiskach o wysokim zasoleniu,
podwyzszonym cisnieniu czy duzym natezeniu promieniowania UV. Szczegdlng grupe stanowig
bakterie bedace patogenami cztowieka i zwierzat. Dla wielu z nich optymalna temperatura
wzrostu wynosi 30-37 °C, a ich funkcjonowanie jest scisle zwigzane z organizmem gospodarza.
Zdolnos¢ bakterii do przetrwania w tak roznorodnych, a niekiedy skrajnie niekorzystnych
warunkach srodowiskowych jest zwigzana miedzy innymi z budowg ich sciany komadrkowej.
Stanowi ona zaréwno mechaniczng, jak i fizjologiczng bariere, chronigcg komérke przed
niekorzystnym wptywem czynnikow zewnetrznych, a jednoczes$nie umozliwiajgcg komunikacje
ze Srodowiskiem. Ze wzgledu na réinice w budowie $ciany komérkowej bakterie zostaty
podzielone na dwie grupy: bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne. Sciana komdrkowa bakterii

Gram-ujemnych skitada sie z btony cytoplazmatycznej oraz btony zewnetrznej, pomiedzy ktérymi
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znajduje sie przestrzer periplazmatyczna. Btona zewnetrzna ma asymetryczng budowe i sktada
sie z dwoch warstw lipidowych: wewnetrznej, zawierajgcej fosfolipidy oraz zewnetrznej,
zbudowanej gtéwnie z lipopolisacharydéw (LPS). Szlaki biosyntezy fosfolipidow
i lipopolisacharydéw podlegaja scistej regulacji. Utrzymanie rownowagi pomiedzy tymi dwoma
kluczowymi sktadnikami btony komodrkowej zalezy migdzy innymi od aktywnosci biatek
zaangazowanych w rdine etapy ich biosyntezy, a takze w koordynacje obu szlakow. Poznanie
mechanizmow dziatania tych biatek jest zatem kluczowe dla zrozumienia funkcjonowania catego
systemu. Zaburzenie rownowagi w biosyntezie LPS, ktéremu nie towarzyszy odpowiednia
kompensacja w szlaku biosyntezy fosfolipidow, moze prowadzi¢ do dezintegracji btony

komdrkowej, a w konsekwencji do utraty integralnosci komorki.

W opisang problematyke bardzo dobrze wpisuja sie badania przeprowadzone przez Akshay

Maniyeri Suresha w ramach przygotowania rozprawy doktorskiej.

Recenzowana praca doktorska zostata napisana w jezyku angielskim w klasycznym
uktadzie. Zasadnicza cze$é, liczacej 124 stron, pracy rozpoczyna sie od streszczen w jezyku
polskim i angielskim, ktére zwiezle opisujg jej tematyke oraz zawartos¢. Nastepnie zamieszczono
bardzo przydatny wykaz skrotéw stosowanych w rozprawie. W mojej opinii brakuje w nim
wyjasnienia niektorych skrotow, zwtaszcza mniej oczywistych z punktu widzenia chemika, takich
jak np. LapB, LapC czy LpxC. Pierwszym numerowanym rozdziatem jest liczacy ponad 30 stron
,Introduction”, w ktérym Doktorant przedstawia budowe $ciany komorkowej bakterii Gram-
ujemnych. Nastepnie dosy¢ szczegétowo opisuje budowe i funkcje jej podstawowych
elementdow: biatek btony zewnetrznej, lipoprotein, fosfolipidéw, kwasow ttuszczowych,
lipopolisacharydéw i peptydoglikanu. Na zakorczenie tej czesci przedstawia dwa wzajemnie
uzupetniajgce sie systemy, ktére odgrywajg kluczowa role w utrzymaniu integralnosci Sciany
komorkowej bakterii Gram-ujemnych: szlak RpoE oraz dwusktadnikowy system Cpx. Rozdziat
JIntroduction” zostat przygotowany bardzo starannie pod wzgledem merytorycznym i zawiera
liczne, odpowiednio dobrane odnosniki literaturowe. Na podkreslenie zastuguje rowniez
umieszczenie 23 rysunkow, ktére w znaczacy sposob utatwiajg odbidér i zrozumienie

skomplikowanych zagadnien, wymagajacych niejednokrotnie zaawansowanej wiedzy naukowej.



Tematyka poruszona we wstepie jest $ciéle zwigzana z badaniami opisanymi w dalszych czesciach

rozprawy doktorskiej i stanowi do niej doskonate wprowadzenie.

W rozdziale ,Aim and scope of work” przedstawiono cel planowanych badan - pogtebienie
wiedzy na temat mechanizméw regulacji biosyntezy LPS w E. coli poprzez okreslenie funkcji
molekularnych biatek LapC i LapD, wchodzacych w interakcje z biatkiem LapB, ktére odgrywa
kluczowg role w kontroli biosyntezy LPS, a tym samym wptywa na homeostaze sktadnikow sciany
przedstawienie aktualnego stanu wiedzy oraz precyzyjne wskazanie istniejgcych luk

i obszaréw, w ktorych obecny poziom wiedzy pozostaje niewystarczajacy.

W trzecim rozdziale rozprawy doktorskiej, zatytutowanym ,Materials and methods”,
Doktorant zestawia wykorzystywane w badaniach szczepy, plazmidy oraz oligonukleotydy
w formie trzech obszernych tabel. W tabelach zestawia rowniez wykorzystywane w badaniach
pozywki, bufory, zele i roztwory, podajgc jednoczesnie bardzo szczegétowo ich sktad. Nastepnie
wymienia i opisuje stosowane w badaniach metody. Podkresli¢ nalezy, ze liczba zastosowanych
metod wynosi az 26, co swiadczy o bardzo szerokim warsztacie badawczym wykorzystanym
podczas przygotowania rozprawy doktorskiej. Na uwage zastuguje réwniez szczegdtowy opis
zastbsowanych procedur, na podstawie ktérego mozna stwierdzi¢, Ze powtérzenie
przeprowadzonych badan, czy wykorzystanie opisanych metod przez innych badaczy nie

powinno stanowic¢ wiekszego problemu.

Czwarty rozdziat, zatytutowany ,Results”, zostat podzielony na dwa podrozdziaty
poswiecone badanym biatkom LapD i LapC. Przedstawiono w nim uzyskane wyniki badan,
z ktorych czesc zestawiono w formie tabel. Catosé uzupetniajg liczne rysunki, ktére w sposéb

przejrzysty ilustrujg prezentowane wyniki.

Kolejnym, niezwykle istotnym rozdziatem pracy jest ,Discussion”, w ktérym Doktorant
w sposob kompleksowy integruje wyniki przeprowadzonych badari oraz konfrontuje je
z aktualnym stanem wiedzy. Biorgc pod uwage ztozonos¢ analizowanych zagadnien,
réznorodnos¢ zastosowanego warsztatu badawczego oraz obszerny zakres uzyskanych wynikow,
rozdziat ten zostat napisany w sposdb przejrzysty, logiczny i przystepny. Na szczegdlne

podkreslenie zastuguje sposéb prowadzenia dyskusji, ktory swiadczy o bardzo dobrej znajomosci



omawianej problematyki, dojrzatosci naukowej oraz znacznym doswiadczeniu badawczym

Doktoranta.

Réwnie profesjonalnie i przejrzyécie zostat opracowany ostatni rozdziat pracy
zatytutowany ,Conclusions”, w ktérym Doktorant w sposéb syntetyczny i logiczny formutuje

najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan oraz uzyskanych rezultatéw.

Podsumowujgc uzyskane wyniki, przeprowadzong dyskusje oraz sformutowane wnioski,
nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, ze Doktorant w petni zrealizowat zatozony cel badan. Starannie
zaplanowane i konsekwentnie przeprowadzone badania, z wykorzystaniem szerokiego
i odpowiednio dobranego warsztatu badawczego, pozwolity na identyfikacje i charakterystyke
nowych funkcji molekularnych biatek LapC i LapD, znaczaco poszerzajac wiedze na temat

mechanizmow regulujgcych biosynteze LPS u E. coli.
Do najwazniejszych osiggniec¢ naukowych nalezy zaliczyc:

= wykazanie, ze biatko LapD stanowi centralny element wielobiatkowego kompleksu
taczacego gtowne szlaki biogenezy Sciany komodrkowej, o czym $wiadczg jego fizyczne
oddziatywania z biatkami biorgcymi udziat w biosyntezie i transporcie LPS, syntezie kwaséw
ttuszczowych oraz metabolizmie fosfolipidow, a takie funkcjonalne plejotropowe
konsekwencje jego utraty (m.in. wrazliwos¢ na temperature, zwiekszona przepuszczalnosé
btony zewnetrznej, nieprawidtowa morfologia komodrek oraz specyficzne obnizenie

poziomu enzymu LpxC),
= wyjasnienie funkcjonalnego zwigzku miedzy biatkami LapD a LapC,

= zaproponowanie dynamicznego modelu regulacji biogenezy btony komérkowej u E. coli,

w ktérym kluczowg role odgrywa kompleks biatek LapB/C/D.

Ostatnig czes¢ pracy doktorskiej stanowi liczagce az 320 pozycji zestawienie wykorzystanej
literatury (References). Dobdr i sposéb cytowania odnosnikdw literaturowych nalezy ocenic
bardzo dobrze, co wskazuje na bardzo dobre opanowanie wiedzy w zakresie tematyki
prowadzonych badan. Integralng czescig rozprawy doktorskiej sa rowniez zestawienia rysunkow

(42) oraz tabel (13). Na koricu pracy zamieszczono cztery publikacje, ktérych Doktorant jest



wspotautorem, a w jednej z nich petni funkcje pierwszego autora. Publikacje te przedstawiajg

m.in. wyniki badan uzyskane w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej.

Prace doktorska przeczytatem z duzg przyjemnoscia. Zostata ona napisana w sposéb
logiczny i przejrzysty. Na uwage zastuguje rowniez bardzo dobre, a przy tym spdjne

formatowanie tekstu.

Recenzowana praca stanowi dobrze zaplanowane i starannie zrealizowane przedsiewziecie
naukowe. Jej lektura dostarczyta mi wielu nowych spostrzezen naukowych, a takie nasuneta
kilka pytann wynikajacych z naturalnej ciekawosci naukowej. Przedstawione ponizej uwagi nie
majg jednak wptywu na mojg bardzo dobrg ocene recenzowanej pracy. Prosze Kandydata

o odniesienie sie do przedstawionych ponizej uwag podczas obrony.

e Badania opisane w pracy doktorskiej majg charakter podstawowy i dotyczg budowy oraz
funkcjonowania 3$ciany komodrkowej bakterii Gram-ujemnych. Biorgc pod uwage
znaczenie tych mikroorganizmow, w szczegolnosci bakterii patogennych, bardzo prosze
o rozwiniecie zawartego w pracy ogdlnego stwierdzenia dotyczgcego mozliwosci

praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikow.

e Na rysunku 41 przedstawiono trzy widma MS zarejestrowane dla LPS-ow wyizolowanych
ze szczepu typu dzikiego ‘oraz dwoch jego mutantéw. Na podstawie ich praktycznie
identycznego profilu wyciagnieto wniosek, ze wprowadzone mutacje nie wptywaja na
strukture LPS-6w. Na ile takie stwierdzenie jest uzasadnione z punktu widzenia genetyka,
ktory zna doktadny charakter wprowadzonych modyfikacji genetycznych oraz potrafi
przewidzie¢ ich potencjalne konsekwencje dla biosyntezy i modyfikacji LPS? Z drugiej
strony, na ile taki wniosek jest uzasadniony z punktu widzenia chemika, ktéry na
podstawie analizy trzech preparatdw obserwuje praktycznie identyczne widma MS? Czy
w obu przypadkach nalezy podjg¢ dalsze dziatania majgce na celu wyjasnienie

ewentualnych watpliwosci? Jezeli tak, to jakie dziatania nalezatoby podjac?

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze przedstawiona praca jest wartosciowym i dobrze
zaplanowanym przedsiewzieciem badawczym, ktére zostato prawidtowo i konsekwentnie

zrealizowane. Zawiera liczne elementy nowosci naukowej oraz wnosi oryginalny wkiad



w poszerzenie wiedzy na temat wptywu kompleksu biatek LapB/C/D na biogeneze
lipopolisacharydu (LPS) oraz innych elementéw $ciany komoérkowej E. coli. Uzyskane wyniki
stanowig cenne uzupetnienie dotychczasowej wiedzy w tym obszarze i mogg stanowi¢ punkt
wyjécia do dalszych badarh nad mechanizmami regulujgcymi powstawanie i funkcjonowanie
oston komdérkowych bakterii Gram-ujemnych. Doktorant wykazat sie rozlegta znajomoscig
pismiennictwa naukowego, ktére zostato wtasciwie i umiejetnie wykorzystane w pracy. Sprawnie
postuguje sie szerokim zakresem technik i metod badawczych stosowanych w biologii
molekularnej, biochemii oraz chemii. Jego dorobek naukowy, imponujacy jak na obecny etap
kariery naukowej, obejmuje cztery prace opublikowane w bardzo dobrych czasopismach

indeksowanych na liscie JCR (IJMS, IF =5,6, 2025 r).

Reasumujgc, przedtozona do oceny praca doktorska spetnia ustawowe kryteria stawiane
pracom doktorskim (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r.
z pozniejszymi zmianami). W zwigzku z powyiszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Gdarnskiej o dopuszczenie Akshay Maniyeri Suresha do dalszych
etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk

Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.
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