L= =

G Uniwersytet ? Zwigzek
(& Gdanski Uczelni
Fahrenheita

Dr hab. lwona Mruk, prof. UG Gdansk, dn. 27 lipca 2021 1.
Katedra Mikrobiologii

Uniwersytet Gdanski

Wita Stwosza 59

80-308 Gdansk

iwona.mruk@ug.edu.pl

Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Kwiatkowskiej
»Mechanizm dziatania biatka opiekunczego Hfq w tworzeniu kompleksoéw
pomiedzy regulatorowymi RNA MgrR i ChiX, a czasteczkami mRNA u bakterii

Escherichia coli”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Joanny Kwiatkowskiej
zostata wykonana pod opiekg pana dr hab. Mikotaja Olejniczaka, prof. UAM, i
realizowana w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Praca doktorska byta finansowana z
kilku grantéw: Narodowego Centrum Nauki (OPUS 2011/01B/NZ1/05325 oraz
2015/15/B/NZ1/03330), Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (projekt TEAM) oraz grantu
Dziekana Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza.

Praca pani mgr Joanny Kwiatkowskiej dotyczy roli matych czgsteczek kwasdéw
rybonukleinowych (czyli tzw. sRNA) w genetyce komoérek bakterii. Odgrywajg one
bardzo wazne funkcje w zasadzie we wszystkich procesach zyciowych bakterii, tych
podstawowych, tych zwigzanych ze stresem, i tych dotyczacych patogennosci bakterii
wzgledem zdrowia cztowieka. Molekularny efekt sRNA wyraza sie w ich niezwyktych
interakcjach z innymi sRNA, a takze z matrycowym RNA przy wspétudziale biatek i
innych modulatorow reakcji. Rozumienie zjawisk zwigzanych z biochemig tych
oddziatywan jest kluczowe dla poznawania réznorodnosci efektéw regulatorowych w
skomplikowanych, wielopoziomowych zaleznosciach genetycznych bakterii. Eksploracija
,Swiata sRNA”" ciggle trwa w nauce i jesteSmy zaskakiwani coraz nowymi
mechanizmami ich wptywu na aktywacje lub wyciszanie genéw. Dlatego przedstawiona
mi do recenzji rozprawa doktorska wpisuje sie w nurt niezwykle interesujgcych i bardzo

aktualnych badan.
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Przedstawiana rozprawa doktorska liczy 157 stron tekstu wzbogaconego o 50
rycin i 8 tabel. Praca zostata napisana w spéjnym tematycznie opracowaniu, o uktadzie
tekstu typowym dla eksperymentalnych prac doktorskich z rozdziatami w nastepujgce;
kolejnosci: tytut pracy, spis tresci, streszczenie w jez. polskim i angielskim,
wprowadzenie, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie z
wnioskami koricowymi, wykaz rycin i tabel oraz spis literatury liczacy 191 pozycji.

W liczacym 43 strony Wprowadzeniu pani mgr Joanna Kwiatkowska na
podstawie przegladu danych literaturowych bardzo obszernie opisuje rodzaje
regulatorowych RNA, czyli charakteryzuje grupe ryboprzetgcznikow i termosensorow,
RNA zwigzane z systemami CRISPR oraz najliczniejszg grupe sRNA dziatajgcych in cis
i in trans. Nastepnie na konkretnych przyktadach przedstawia rézne mechanizmy
kontroli ekspresji genéw przez sRNA oraz omawia budowe i funkcje biatka
opiekunczego Hfq, ktdry posredniczy w procesach oddziatywania czgsteczek RNA.
Rozdziat ten jest bogato ilustrowany, co pozwala na szybsze zrozumienie
skomplikowanych procesoéw z udziatem czasteczek RNA. Jest tez napisany zwiezltym
jezykiem, w dobrej stylistyce, co sprawia, ze rozdziat dobrze sie czyta i co $wiadczy o
bardzo dobrej orientacji Autorki o stanie wiedzy w zagadnieniach podjetych w
rozprawie. Wprowadzenie koriczy sie uzasadnieniem wyboru modelowych czasteczek
RNA do badan, ktérych efekt in vivo cze$ciowo juz poznano, ale Autorka zwraca
uwage, ze ten niepetny obraz powinien by¢ wsparty o ustalenie szczegotowych
biochemicznych mechanizméw in vitro, co czyni dalej formutujagc Cele pracy.
Doktorantka nakre$la je w postaci dwu gtéwnych zadar badawczych, dotyczacych
oznaczenia roli biatka Hfq w posredniczeniu oddziatywan sRNA z ich regulowanymi
czgsteczkami. W pierwszym zadaniu celem jest rola i mechanizm biatka Hfq w
tworzeniu komplekséw pomiedzy czasteczkg sRNA MgrR, a czgsteczkami mRNA
genow eptB i ygdQ. Drugie zadanie za$ skupia sie na poréwnaniu roli biatka Hfq w
tworzeniu komplekséw pomiedzy czasteczkami sRNA Klasy Il MgrR i ChiX, a
regulowanymi przez nie, wybranymi czgsteczkami mRNA. Do kazdego z dwu zadan
Autorka dobrata poprawnie po kilka zadan szczegétowych, ktérych wykonanie
wymagato pracochtonnych podejs¢ eksperymentalnych i zdobycia biegtosci w pracy in
vitro z RNA (o czym $wiadczy tez opracowanie rozdziatu Materiaty i Metody), co w

mojej opinii Doktorantka osiggneta w najwyzszym stopniu.



W najwazniejszym rozdziale Wyniki Autorka najpierw przedstawia watek
zwigzany z mechanizmem regulatorowym czasteczki sRNA MgrR uczestniczgcej w
adaptacji komorki bakterii do niedoboréw jonéw magnezu. Zastosowane podejscia
eksperymentalne obejmujg, m.in: mapowanie struktury drugorzedowej tej czasteczki
oraz wybranych czasteczek mRNA, z ktdrymi oddziatuje MgrR, ustalenie interakcji z
biatkiem opiekunczym Hfq w kompleksach dwu- i trojsktadnikowych z uwzglednieniem
motywow w RNA rozpoznawanych przez Hfg, w technice réznicowej migracji w zelu
poliakrylamidowym (EMSA). Autorka wykazata, ze MgrR jednoczesnie oddziatuje ze
strong proksymalng i dystalng Hfgq. Za szczegoélnie istotne dla tej rozprawy uwazam
analizy biochemiczne asocjacji badanych czgstek RNA z udziatem Hfq i wyznaczenie
statych dysocjacji. Na podstawie pomiaréow kinetycznych Doktorantka z duzym
sukcesem opracowata model globalny uwzgledniajacy szereg mozliwych interakciji
MgrR-mRNA-Hfqg z zastosowaniem algorytmu do symulacji dynamiki reakciji
biochemicznych, co pozwolito na przewidywanie poszczegolnych etapéw reakcji
asocjacji z réoznymi sktadnikami kompleksow przejsciowych. Wykonata takie modele
globalne takze dla wariantéw Hfq z defektem wiazania RNA po stronie proksymaine;j,
dystalnej i bocznej. Autorka zinterpretowata otrzymane wyniki, i okreslita, ze brak
wigzania ze strony proksymalnej wptywa na brak stymulacji wigzania MgrR do mRNA i
powstaje tylko znikoma ilos¢ kompleksu trojsktadnikowego z biatkiemn. Z kolei defekt w
stronie dystalnej biatka Hfq wptywa na powstawanie pewnej ilosci kompleksu MgrR-
mRNA-Hfq, ale mniejszej niz w reakcjach z Hfq typu dzikiego. Natomiast wariant Hfg z
zaburzeniem wigzania RNA ze strony bocznej wykazywat silne wigzanie sRNA do
biatka Hfq, ktdére uniemozliwiato asocjacje z mRNA. Ponadto Autorka wykazata dla
poszczegolnych badanych mRNA obecno$é¢ motywdw bogatych w reszty urydyny i
adenozyny kluczowych dla wigzania Hfq. Potwierdzita eksperymentalnie, ze mutacje w
tych motywach skutkuja brakiem formowania sie komplekséw trojsktadnikowych.

W realizacji drugiego celu badawczego Autorka stosuje analogiczne podejscia
eksperymentalne, w ktérych uzyskata juz duze dos$wiadczenie podczas pierwszego
zadania i testuje je na modelu czasteczki RNA ChiX oddziatujgcej z mRNA genu chiP, a
biorgcej udziat w regulacji homeostazy chitocukrow. Dodatkowo Doktorantka testuje
efekt kompetytorowego sRNA na proces dysocjacji kompleksu ChiX-chiP od biatka Hfq.
Wyniki pokazuja, ze defekt wigzania RNA po stronie dystalnej, a nie proksymalnej Hfg

wptywa na formowanie sie kompleksu tréjsktadnikowego, zas strona boczna Hfq,
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podobnie jak w przypadku MgrR, wptywa pozytywnie na proces asocjacji ChiX do
MRNA i uwalnia biatko. Zaciekawito mnie, ze proces asocjaciji i dysocjacji czgsteczek
RNA przy wspétudziale biatka Hfq zalezny jest réwniez od wiasciwosci kompetycyjnych
czasteczek RNA, gdzie pewne RNA moga tatwiej wypieraé¢ inne RNA z wiazania do Hfq.
Zastanawia mnie aspekt biologiczny tego zjawiska. Zaktadajgc, ze pula komérkowa Hfq
jest ograniczona, czy to znaczy, ze pewne sRNA beda mieé utatwiony dostep do Hfq?
Czy to jest determinowane biologicznie w ten sposéb, ze te wspomniane sRNA biorg
udziat w bardziej waznych procesach komérkowych lub ich rola jest bardziej nadrzedna,
bo sg skutecznymi kompetytorami? Innymi stowy, na przyktadzie Tabeli 1, czy mozna
powiedzie¢, ze ChiX petni wazniejszg role w komdrce niz czgsteczki RNA takie jak,
McaS, czy CyaR?

Rozdziat Dyskusja jest napisany na bardzo wysokim poziomie. Autorka bardzo
swobodnie swoje wyniki i obserwacje zestawia z danymi literaturowymi i witasciwie
przedyskutowuje. Nie mam zadnych watpliwosci, ze w tym rozdziale Autorka udowadnia
poziom ekspercki w swojej dziedzinie. Na szczegdlne uznanie zastuguje w mojej opinii
zaproponowanie modelu mechanizmu asocjacji SRNA MgrR do mRNA eptB przy
wspdtudziale biatka opiekunczego Hfg. Jest réwniez cenne, ze Autorka rozumie
Znaczenie i ograniczenia swoich badan, co wynika m.in. ze stwierdzenia
umieszczonego pod koniec rozdziatu, ze ,analiza in vitro jest jedynie uproszczong
formg zjawisk” wystepujacych w zywych komérkach. Taka uwaga niewatpliwie Swiadczy
o osiggnietej dojrzato$ci badawczej Autorki.

Roéwnie wysoko oceniam rozdziat Wnioski Koncowe, ktory streszcza osiggniete
cele naukowe i podsumowuje podobienstwa i réznice w testowanych modelach
badawczych.

Jesli chodzi o sposéb przedstawienia rozprawy doktorskiej od strony formy
jezykowej, oceniam, iz praca zostata napisana bardzo dobrym jezykiem i niemal bez
btedow edytorskich. Jest tez napisana z duzym wyczuciem estetycznym i dbatoscig o

szate graficzna.



Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonej analizy merytorycznej i formalnej oceniam rozprawe
doktorskg Pani mgr Joanny Kwiatkowskiej pozytywnie. Stwierdzam, ze stanowi ona
oryginalne opracowanie oraz, ze dostarczyta bardzo wartoSciowych wynikow
poszerzajgcych naszg wiedze z zakresu biochemii regulatorowych czasteczek RNA.
Dowodem tego jest tez opublikowanie tych wynikbw w czasopismie ,RNA”. Pragne
bardzo pochwali¢ Autorke za pracowito$¢ i za niezwykia zrecznoS¢ w warsztacie
biochemii kwaséw nukleinowych. Ponadto Doktorantka potrafita w sposob syntetyczny
opracowaé swoje wyniki naukowe i przedyskutowaé je wobec aktualnych, najnowszych
danych literaturowych z zakresu zwigzanego z pracg doktorska.

O$wiadczam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w petnie spetnia
wymogi ustawowe. Wnosze, zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie pani mgr
Joanny Kwiatkowskiej do dalszych etapow postepowania przewidzianego w przewodzie
doktorskim. Jednoczesnie, biorgc pod uwage wartosé¢ naukowa uzyskanych wynikow
oraz ich opublikowanie w prestizowym czasopi$mie ,RNA”, wnioskuje o stosowne

wyroznienie tej rozprawy. —







