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Recenzja pracy doktorskiej mgr Zuzanny Wréblewskiej pt. “Rola bialka Hfq w
oddzialywaniu niekodujgcych RNA bakterii z sekwencja kodujaca mRNA”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Zuzanny Wrdblewskiej zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Mikotaja Olejniczaka w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Molekularnej
i Biotechnologii na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Mgr Wroblewska jest
pierwszym autorem publikacji w RNA (2016), ktorej wyniki, stanowigce podstawe dysertacji,
zostaly uzyskane podczas realizacji doktoratu w ramach projektu TEAM Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej.

Funkcja wielu bialek wymaga $cistej kontroli ich poziomu i aktywnosci w komorce, co
odbywa si¢ przez regulacj¢ transkrypcji, wydajnosci dojrzewania i stabilnosci mRNA, przebiegu
translacji oraz wilasciwosci (modyfikacje) i stabilnosci biatka. Efektywnos$¢ i precyzyjna
regulacja translacji zalezy m.in. od odpowiedniej struktury czasteczki mRNA, gtéwnie regionéw
5"1 3" UTR, ktére umozliwiajg specyficzne oddziatywanie z szeregiem czynnikéw biatkowych
lub regulatorowych czasteczek ncRNA. U bakterii, jednym z wazniejszych czynnikow
regulatorowych jest biatko chaperonowe Hfq, zaangazowane w koordynacj¢ stabilnosci mRNA i
translacji przez matle niekodujace sRNA, ktére oddziatujg z czasteczkami mRNA, przewaznie z
ich rejonem 5’ UTR.

Tematem pracy doktorskiej mgr Zuzanny Wroblewskiej bylo zbadanie mechanizmu
dziatania Hfq poprzez ufatwianie interakcji sSRNA-mRNA w szczegdlnie interesujacym
przypadku, ktory dotyczy regulacji negatywnej, tzn. represji translacji, zachodzacej na skutek
oddziatywania czasteczek sRNA z regionem kodujagcym mRNA ompD u Salmonella
typhimurium. W trakcie swojej pracy autorka skupila si¢ na badaniach metodami in vitro wptywu
Hfq na wigzanie mRNA przez trzy z czterech SRNA, RybB, MicC i SdsR. Gléwne osiagnigcia
wynikajace z przeprowadzonych badan sa zwigzle wymienione we wnioskach przedstawionych
w rozprawie. Podsumowujac, udato si¢ wykazaé, ze Hfq specyficznie wigze mRNA ompD w

rejonie 5’ UTR i znaczaco wspomaga asocjacj¢ do ompD dwdch ncRNA, RybB i MicC, i w duzo
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mniejszym zakresie SdsR, w sposob zalezny od struktury oddziatujacych RNA. Ponadto,
wigzanie RybB i MicC wplywa na struktur¢ ompD, co prawdopodobnie ma znaczenie w inhibicji
translacji tej czasteczki mRNA.

W pracy zastosowano zaréwno standardowe metody biologii molekularnej i biochemii, jak i
specjalistyczne i zaawansowane techniki stuzace do analiz oddzialywania RNA-RNA i RNA-
bialka, takie jak EMSA, oraz podejscia funkcjonalne, np. translacja in vitro. Uzycie tych technik
bylo mozliwe dzieki ekspertyzie dostgpnej w laboratorium Mikotaja Olejniczaka oraz w

Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM.

Praca zawiera wszystkie niezbedne czgsci i zostala przygotowana w sposob utatwiajacy
zrozumienie omawianych zagadnien i wykonanych badan.

W obszernym i usystematyzowanym wstepie autorka wyczerpujaco i wnikliwie przedstawita
tematyke zwigzang z zakresem dziatania ncRNA i znaczenia biatka Hfq w procesach regulacji
ekspresji genéw w organizmach bakteryjnych. Podane przyklady regulacji sa bardzo zajmujace i
informatywne. Ta czg$¢ pracy jest obficie ilustrowana, co przyczynia si¢ do komunikatywnosci i
przejrzystosci tekstu. Z perspektywy osoby zajmujacej si¢ zblizona tematyka w komorkach
eukariotycznych bardzo wlasciwe jest poréwnanie budowy i funkcji biatek bakteryjnych Hfq i
eukariotycznych Sm/Lsm, ktore sa przedstawicielami tej samej rodziny. Brakuje moze bardzo
skrotowego opisu innych aktywnodci regulatorowych sRNA u bakterii, m.in. na poziomie
transkrypcji czy w procesach nabytej opornosci (systemy CRISPR/Cas). Ponadto, opis
doswiadczen dotyczacych mechanizmu aktywacji translacji mRNA rpoS przez Hfq i DsrA jest
nieco zbyt szczegdtowy, podczas gdy jeszcze bardziej obszerne omowienie dla mRNA ompD jest
w pelni uzasadnione, poniewaz jest to obiekt badawczy w przedstawionej pracy. Poza tymi uwagami
nie mam zastrzezen dotyczacych tego rozdziahu.

Cele pracy sg jasno i precyzyjnie sformutowane i doktadnie okreslaja zakres planowanych
doswiadczen, a materialy i metody sa opisane bardzo szczegdtowo i kompetentnie, aczkolwiek
nieco zbyt obszernie i opisowo.

Cze$¢ opisujaca wyniki doswiadczalne jest rozbudowana i rzeczowa. Autorka wykonata
bardzo solidng prace do$wiadczalng, eksperymenty zostaly przeprowadzone w sposob starannie
zaplanowany i skrupulatny, co powoduje, ze stanowia logiczng calo$¢. Opis wykonanych
doswiadczen odzwierciedla trzy podstawowe cele pracy. Badania wigzania réznych wariantow
Hfq do skréconej wersji mRNA ompD oraz sRNA pozwolity ustali¢, ze biatko to silnie i
specyficznie wigze swéj substrat mRNA, gtownie przez kontakt od strony dystalnej, ale réwniez

przez dodatkowe powierzchnie, natomiast z SRNA oddziatuje przez powierzchni¢ proksymalna.



Co ciekawe, obecnos¢ Hfq w sposéb znaczacy przyspiesza asocjacj¢ ompD z czasteczkami sSRNA
RybB i MicC, a ma duzo stabszy wplyw na wigzanie SdsR. Pewnym mankamentem jest dos¢
monotonny i powtarzajacy si¢ schemat opisu tych dos$wiadczen, co czasem powtarza si¢ tez w
kolejnych rozdziatach, by¢ moze lepszym rozwiazaniem bytoby bardziej syntetyczne ujecie
omawianych przypadkow. Nastepnie sprawdzono mechanizm dziatania Hfq w promowaniu
interakeji SRNA-mRNA przy uzyciu skréconych czasteczek. Na podstawie tych analiz autorka
wnioskuje, ze wptyw Hfq na strukturg substratow jest zréznicowany i Hfq podczas wigzania
moze zmieniaé strukturg obu czasteczek (MRNA i SRNA) lub tylko sRNA. Nie jestem jednak do
konca przekonana, czy wnioski te sa do konca uzasadnione, poniewaz sg oparte na wynikach
posrednich. Aby mie¢ wieksza pewnosé nalezalo potwierdzi¢ te obserwacje w inny sposob
(niestety nie umiem zaproponowaé konkretnego podejécia), byé moze z zastosowaniem
specyficznych i niespecyficznych kompetytorow podczas reakcji. Z kolei analiza struktury
drugorzedowej ompD wskazata jakie elementy strukturalne tego mRNA biorg udzial w
oddziatywaniu z poszczeg6lnymi czgsteczkami sRNA. Nie wszystkie przewidziane w programie
RNAstructure obszary zostaty wyznaczone eksperymentalnie, szczegélnie posrednia czg$¢ struktury
SL3 i cata SL5 wydaja si¢ niepewne. Ponadto, nie wszystkie cigte badz chronione miejsca zostaly
uwzglednione na rycinie struktury mRNA (np. cigcie przez T1 w pozycjach G138/139 i G151), co
znacznie ufatwitoby analize wzoru mapowania RNazami i poréwnanie tego wzoru z modelem.
Prawdopodobnie potaczenie nawet niepetnych danych doswiadczalnych i modelowania pozwolito na
wygenerowanie wiasciwej struktury, ale jednak trudno Jjest wyciaggaé wiarygodne wnioski dotyczace
réznic w strukturalnych preferencjach wigzania sSRNA. Znacznie bardziej miarodajne sg wyniki
zmian wzoru mapowania w obecnosci sRNA, ktore wskazuja na rearanzacje strukturalne pod
wplywem wigzania RybB i MicC, ale nie SdsR. Co ciekawe, SdsR wykazuje odmienno$é od
pozostatych sSRNA w dwéch aspektach dziafania, reakcji na obecnosé Hfq i wptywu na strukture
mRNA ompD. Czg$ciowo wyjasnia to struktura regionu SdsR oddziatujacego z ompD, ktéry tworzy
motywy spinek i jest trudno dostepny. Czy prébowano sprawdzi¢, czy obecnoéé Hfq ma wplyw na
zmiany strukturalne w ompD wywolane przez sSRNA? W nastepnej kolejnosci wykorzystano ciekawe
podejscie taczace reakcje wigzania Hfq do ompD po cigciach nukleazami do okreslenia dwéch
rejonéw oddziatywania migdzy nimi, co zostato potwierdzone i uscislone do silnego wigzania Hfq w
obszarze SL2 w kolejnych, bardziej specyficznych badaniach tych interakcji, z wykorzystaniem
skréconych i zmutowanych wariantéw ompD. Kolejne eksperymenty przy uzyciu tych samych
konstruktéw sugerowaty, ze rola motywow ARN w wigzaniu Hfq i SRNA jest raczej nieznaczna, ale
skoro sama autorka przyznaje, ze wyniki te nie sg rozstrzygajace, to czy nalezalo je umieszczaé w
pracy? Z kolei analiza znaczenia struktury SL2 oraz elementéw Hfq byta bardziej konkluzywna i

wykazata istotne znaczenie dystalnej powierzchni Hfq dla wydajnego oddziatywania sRNA z



sekwencja bogata w reszty AU w 5° UTR ompD. Podsumowaniem badan strukturalnych i
oddziatywania analizowanych czasteczek byt test funkcjonalny translacji in vitro, ktéry sugerowat, ze
wigzanie peinej dtugosci RybB faktycznie hamuje syntezg reporterowego biatka ompD-gfp. Odwrotna
zaleznos¢ dla skréconego wariantu RybB-9 jest na tyle nieoczekiwana, ze konieczne jest powtorzenie
tych wstepnych do$wiadczen oraz przeprowadzenie odpowiednich kontroli.

Warto podkresli¢, ze przeprowadzone liczne i szczegélowe eksperymenty wymagajg duzej
systematycznosci, doktadnosci i sprawnosci eksperymentalne;j.

Dyskusja wszystkich uzyskanych wynikéw jest wnikliwa, gruntowna i rzeczowa. Oprocz
podsumowania rezultatéw, co w zbyt duzym stopniu pokrywa sie z sekcja wynikéw, i oméwienia
ich w kontekscie dostepnej wiedzy literaturowej, autorka wycigga bardziej generalne wnioski.
Wskazuje, ze stymulowane przez Hfq oddziatywanie mRNA ompD z réznymi sSRNA jest zalezne od
strukturalnych uwarunkowan wigzania (dystans, kontekst) i jest bardziej wydajne w przypadku
wigzania w regionach bardziej dynamicznych strukturalnie. Podkresla réwniez, ze ompD jest
pierwszym opisanym przypadkiem regulowanym przez sSRNA z grupy I wigzacych si¢ z Hfq od
strony proksymalnej, ale ktérych mechanizm dziatania bardziej przypomina sRNA z grupy II, dla
ktérych wspomaganie oddziatywania mRNA-sRNA przez Hfq odbywa si¢ dzigki interakcji dystalnej,
a nie bocznej, strony tego biatka z regionem ompD bogatym w AU zamiast z motywami ARN.
Najciekawszy jest ostatni rozdziat dyskusji poruszajacy funkcjonalne aspekty aktywnosci Hfq, ktére
promuje oddziatywanie SRNA z mRNA niezaleznie od ich mechanizmu dziatania, t.j. przez inhibicje
translacji badz regulacje stabilnodci. Istotne pozostaja pytania dotyczace funkcjonalnego znaczenia
dodatkowego miejsca wigzania Hfq do ompD w rejonie kodujacym do oraz mozliwosci
jednoczesnego oddziatywania kilku SRNA z tg sama czasteczkg mRNA (czy co$ jest wiadomo na ten
temat?). Wydaje sig, ze dopiero badania strukturalne (krystalografia, NMR) moga dostarczy¢ bardziej
szczegotowych informacji na temat tych oddziatywan. W pracy brakuje moze badan dotyczacych
znaczenia in vivo regulacji mRNA ompD przez sRNA przy udziale Hfq, ale zakladam, ze s one
zaplanowane i beda przeprowadzone w najblizszej przysztosci..

Koncowe podsumowanie jest ujgte w sposéb spojny i zwiezly i pozwala na bardziej
calosciowe spojrzenie na osiggnigcia uzyskane w pracy.

Rozprawa jest napisana wyjatkowo poprawnie, w spos6b jasny i przejrzysty, a bledy czy
niezrgeznosdei jezykowe sg naprawde nieliczne. Dysertacja jest bardzo starannie opracowana i
ujeta pod wzglgdem struktury i zawartosci, a takze edytorskim.

Oceniam doktorat pani mgr Zuzanny Wroblewskiej bardzo wysoko, jest to praca na bardzo
dobrym poziomie i swiadczy o jej dojrzalosci naukowej. Praca spetnia ustawowe wymagania

stawiane rozprawom doktorskim, wnioskuj¢ zatem do Rady Wydziatu Biologii UAM o



dopuszczenie pani mgr Zuzanny Wroblewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Zwracam si¢ tez z wnioskiem o nagrodzenie dysertacji odpowiednig nagroda.

Uwagi szczegdlowe:

1. Strona 23, bialka Lsm réwniez majg preferencje do sekwencji bogatych w U, dlatego
specyficznie wigzg prekursory transkryptow Pol III zakonczone ciggiem U oraz pre-snRNA
zawierajgce takie sekwencje.

2. Strony 37 i 65. Dlaczego dtugi region oddzialywania migdzy InvR i ompD wykluczyla jego
badanie metodami in vitro wykorzystanymi w pracy?

3. Strona 82. Do wyznaczenia region6w o strukturze dwuniciowej w mRNA ompD wykorzystano
RNAzg I1I a nie V1, a do mapowania struktury SdsR wtasnie V1, dlaczego?

4. Strona 102. W jakim celu do testow translacji in vitro uzyto fuzji ompD-gfp, a nie pelnej dtugosci
ompD lub jego skréconej wersji? Czy sprawdzono, ze ekspresja samego gfp nie ulega zmianom w
obecnosci kazdego ze stosowanych wariantéow RybB? Wydaje sig, ze w obliczu niespodziewanego
wyniku dla RybB-9 (Ryc. 36B) bytaby to sensowna kontrola.

5. Nieliczne bledy jezykowe: ,trakty” urydyn zamiast ciagi urydyn, ,,3' grupa hydroksylowa”
zamiast grupa 3’ hydroksylowa, ,,3' koniec RNA” zmiast koniec 3’ RNA, ,3'-5" egzonukleazy”
zamiast ,.egzonukleazy 3'-5, ,poliA polimeraza I” zamiast polimeraza I poliA, ,dofitowanie
danych”?; Réwniez nieliczne bledy edytorskie, np. odnosniki w tekscie do pozycji literaturowych,

przewaznie (Zhang i in., 2002) a czasem (T. Soper i in., 2010).

Uzasadnienie wniosku wystapienia o nagrode.

Praca mgr Zuzanny Wroblewskiej przedstawia soba duzg warto$¢ poznawcza, a zawarte W niej
wyniki zostaly opublikowane w znaczacym czasopismie z dziedziny RNA (IF ~ 4,9). Co wazne,
jest to publikacja dwuautorska, co oznacza, ze wigkszo$¢ eksperymentéw zostata wykonana
przez mgr Zuzanng Wroblewska. Sama dysertacja jest bardzo dobrze napisana i moge stwierdzi¢,

ze wyrdznia si¢ sposrod recenzowanych przeze mnie prac.
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