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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Eweliny Maleckiej-Grajek

""Specyficznos¢ rozpoznawania malych regulatorowych RNA przez bialko opiekuficze Hfq"

Od czasu zaproponowania teorii operonu, badania nad regulacja ekspresji genéw
wykazaty wiele mechanizméw kontroli funkcjonowania komoérek na poziomie ilosci
powstajacych transkryptow, ich stabilnosei, mozliwosci ich translacji a takze wydajnosci syntezy
biatka. Szczegodlnie istotne sa badania prowadzone na modelu bakteryjnym, gdzie procesy te
przestrzennie i funkcjonalnie skorelowane, poznawane sg w szczegdtach molekularnych. Istotng
rolg dla poznania dzialania mechanizméw regulatorowych odgrywaja biatka oddziatujace z
kwasami nukleinowymi w procesach transkrypcji, translacji i replikacji. Zazwyczaj, biatka takie
nalezg do czynnikéw globalnej regulacji, uczestniczac w wielu procesach. Do takich biatek
zalicza si¢ niewielkie, funkcjonujace jako heksamer, bialko Hfq. Biatko to, opisane po raz
pierwszy jako niezbedne do rozwoju bakteriofaga QB, zostato nastepnie intensywnie badane w
zakresie jego dzialania jako ryboregulatora. Na istotnos¢ petnionych przez nie funkcji wskazuje
obecnos$¢ homologéow Hfq w wielu organizmow oraz efekty plejotropowe braku Hfq w koméree.
Mimo wielu raportéw na temat roli biatka Hfq w oddziatywaniach migdzy RNA i funkcji tych
interakcji w regulacji ekspresji genéw, mnogo$é poszczegblnych donmiesien nie pozwalala

wyciagnaé jednoznacznych wnioskéw na temat generalnego modelu oddziatywan miedzy sSRNA




a Hfq szczegllnic w zakresie specyfiki ich struktur i sekwencji. Dlatego podjecie tej
problematyki badawczej przez Pania mgr Eweling Malecka-Grajek w swojej rozprawie
doktorskiej uwazam za wysoce uzasadnione i cenne naukowo.

Pani Matecka-Grajek wykonywata prace nad doktoratem w Zakladzie Biochemii
Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu,
pod kierunkiem prof. Mikolaja Olejniczaka. Zespdt Pana profesora juz od wielu lat zajmuje sie
rola regulatorowych RNA w komoérkach bakteryjnych, zatem Doktorantka mogla skorzystaé z
bogatego doswiadczenia i zaplecza naukowego zespotu, co przyniosto skutek w postaci bardzo
dobrej rozprawy doktorskiej.

Glownym celem pracy doktorskiej Pani Maleckiej-Grajek bylo zbadanie oddziatywan
migdzy sRNA a biatkiem Hfq i roli, jaka w tych oddziatywaniach pelnig strukturalne cechy
czgsteczek RNA oraz poszczegdlne powierzchnie wiazania w strukturze biatka. Modelem
badawczym byly znane czasteczki SRNA o réznych strukturach, w pracy wykorzystano takze
szereg skonstruowanych w ramach tego projektu czgsteczek zawierajgcych okreslone zmiany w
sekwencjach, odzwierciedlajace si¢ w ich strukturze. W pracy wykorzystano tez biatka Hfg ze
zmienionymi aminokwasami, wplywajgcymi na wigzanie RNA. Wyniki zaprezentowane w
ocenianej rozprawie oparte sg o metodycznie przeprowadzone, i dokladnie udokumentowane
doswiadczenia biochemiczne: wigzania sSRNA do Hfq i kompetycji pomigdzy czasteczkami
sRNA. Praca wykorzystujgca bardzo szeroki zestaw czasteczek RNA oraz precyzyjne pomiary
m.in. statej wigzania i szybkosci asocjacji i dysocjacji kompleksow biatko-RNA wymaga nie
tylko duzego naktadu pracy ale doktadnosci i sumiennosci w przeprowadzeniu analiz i ich

dokumentowaniu. Z tym zadaniem Doktorantka poradzila sobie bardzo dobrze.

Do gtéwnych osiagnig¢ rozprawy nalezy:

- usystematyzowanie wiedzy (osiagniete dzieki szczegblowym badaniom) na temat wplywu
okreslonych struktur i sekwencji czasteczki RNA na specyficzno$¢ wigzania biatka
ryboregulatorowego, Hfq

- okreslenie powierzchni Hfq uczestniczacych w rozpoznawaniu i wigzaniu sSRNA

- zbadanie wplywu Hfg (i jego czgéci strukturalnych) na wigzanie si¢ migdzy sRNA a
odpowiednim anty-sRNA




Podkresli¢ nalezy, ze wyniki przedstawione w pracy zostaly uzyskane z zastosowaniem
szerokiego zakresu nowoczesnych metod biochemicznych i molekularnych, wykorzystujac
bogaty warsztat badawczy dotyczacy pracy z RNA, co stanowi o wartosci wnioskow

wynikajacych z rozprawy.

Mam kilka pytan merytorycznych do rozprawy:

- jakie byly kryteria doboru stosowanych w do$wiadczeniach zmienionych dzigki mutacjom w
genie biatek Hfg?

- ¢zy w doswiadczeniach in vitro brano pod uwage tendencje biatka Hfq do agregacji a w
rezultacie precypitacji z roztworu, i jak byt weryfikowany poziom aktywnego biatka?

- poprosifabym o przedyskutowanie korzyéci dla komorki bakteryjnej posiadania biatka takiego
jak Hfq, majacego bardzo szeroki zakres dziatania, od globalnej ryboregulacji az do wptywu na
replikacje DNA. Czy taka sytuacja nie powoduje "szumu" informacyjnego i regulacyjnego dla

komorki?

Praca pani Eweliny Maleckiej-Grajek ma uklad typowy dla tego rodzaju opracowan, z
podziatem na odpowiednie rozdzialy. Wstep zawiera dobrze opisane informacje niezbedne dla
zrozumienia do$wiadczei wykonanych w pracy i ich interpretacji, w tym rozdziale
przedstawione sg typy malych RNA i ich funkcje petnione w komoérce, oraz budowa i dzialanie
biatka Hfq. W zrozumieniu tego rozdzialu pomagaja dobrze przygotowane ryciny. Cel pracy
wraz z celami szczegblowymi okredla wlasciwie i precyzyjnie podjeta tematyke. Rozdziaty
Materiaty i Metody przedstawia szczegdty eksperymentalnego podejscia stosowanego w
rozprawie. Tu, miatabym kilka uwag: w Tabeli 3 nie podano Zrédla plazmidow; nie jest
bezposrednio w trakcie lektury jasne, kiore RNA byty syntetyzowane w jaki sposob. Nie podano
réwniez odnos$nika do procedury oczyszczania Hfq (niezmienionego oraz niosgcego zmiany
aminokwaséw) poza okresleniem, kto wykonat to oczyszczanie (np. warto by doda¢ informacjg,
czy bylo to biatko ze znacznikiem His, czy natywne). Rozdzial Wyniki dobrze dokumentuje
podjete i przeprowadzone badania. W nich, okreslona =zostaly eksperymentalnie 1 z
zastosowaniem programu RNAStructure budowa i struktura przestrzenna czasteczek RNA
wybranych do badan, zbadana kompetycja migdzy czasteczkami sSRNA o wigzanie z Hfq,

okreslone zostaty zwiazki migdzy strukturg poszczegolnych elementéw SRNA a oddziatywaniem




z Hfq, a takze, dzigki zastosowaniu par sRNA-anty-sSRNA wptywu Hfq na oddzialywania
migdzy sSRNA. W rozdziale Wyniki szczegélowo i jasno podane zostaly wyniki eksperymentow,
zilustrowane rycinami, tabelami i schematami (tu mam uwage do jakosci koloréw i zbyt matych
rozmiarow struktur RNA na rycinach np. 18 czy 19). W dyskusji wyniki uzyskane w rozprawie
zostaly oméwione w kontekscie dotychczasowej wiedzy o dzialaniu biatka Hfq i roli sSRNA. W
rozprawie cytowanych jest wicle aktualnych i dobrze dobranych publikacji. Praca napisana jest
poprawnym jezykiem naukowym, z obowigzku recenzenta zauwaze pojawianie si¢ zargonowego
i niepoprawnego stwierdzenia o mutacji w biatku czy przeszczepianiu okreslonego motywu.
Ponadto, uktad elementéw pracy pozostawia nieco do zyczenia, np. gdy czes¢ legendy do danej
ryciny znajduje sie na nastgpnej stronie.

Chciatam zaznaczy¢, iz przedstawione uwagi krytyczne odnosza sig¢ gtéwnie do sposobu
prezentacji wynikéw i nie umniejszaja wysokiej oceny merytorycznej pracy.

Mimo, iz nie zostalo to podane w rozprawie, ani, co zastanawiajace, publikacja ta nie
zostala zacytowana w pracy, czgs¢ wynikow zawartych w rozprawie zostata opublikowana w
2015 roku w czasopismie Biochemistry, w pracy tej Doktorantka jest pierwszym autorem.

Podsumowujac, stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Mateckiej-Grajek
spelnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim a okreslone odpowiednig ustawa. Wkiad
w wiedze na temat regulacji przy udziale matych czasteczek RNA i ryboregulatora -biatka Hfqg
stanowi o wysokiej wartosci naukowej pracy. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem o przyjecie
pracy i dopuszczenie Pani mgr Eweliny Maleckiej-Grajek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Z uwagi na wage podjetego tematu i warto$é naukowg rozprawy, wnioskuje takze

0 wyrdznienie pracy.
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