Recenzja pracy doktorskiej mgr Eweliny Maleckiej-Grajek pt.:

Specyficznos¢ rozpoznawania malych regulatorowych RNA przez biatko opiekunicze Hfq

Praca doktorska mgr Eweliny Mateckiej-Grajek powstata w Instytucie Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza, w
Zaktadzie Biochemii kierowanym przez prof. UAM dr hab. Mikotaja Olejniczaka. Praca dotyczy
oddziatywan malych bakteryjnych sRNA z biatkiem opiekunczym Hfq, a wigc tematu, ktory
zglebiany jest w Zakladzie promotora, prof. Mikolaja Olejniczaka od kilku lat. Mimo dos¢
rozleglej wiedzy literaturowej na ten temat wecigz mechanizmy odpowiedzi komorki bakteryjnej
na stres, w ktorych uczestniczy Hfq sa w pewnych obszarach niewyjasnione. Takim obszarem
jest spojrzenie na wplyw struktury sSRNA oraz kompetycja réznych sSRNA w oddzialywaniach z

Hfq. Ten wiasnie temat podj¢la w swej rozprawie doktorskiej mgr Malecka-Grajek.

Celem ogolnym pracy doktorskiej byto zbadanie wlasciwosci czasteczek sRNA, ktore
odpowiadajg za specyficznos¢ oddzialywan sRNA/Hfq, a celami szczegétowymi bylo
zidentyfikowanie elementow strukturalnych wystepujacych w czasteczkach sRNA, ktdre sg
rozpoznawane przez Hfq, okreslenie roli poszczegdlnych miejsc wigzania RNA na powierzchni
Hfg dla réznych sRNA i ich znaczenie w oddziatywaniach czasteczek sRNA z
komplementarnymi do nich anty-sRNA. Stwierdzam, ze sformutowane cele badawcze zostaty
przez doktorantke w pelni osiagnigte.

Praca doktorska posiada tradycyjny uktad. Zawiera wszystkie rozdzialty wymagane w
rozprawie doktorskiej, w tym Streszczenie, Wstep, Cel pracy, Materialy, Metody, Wyniki,
Dyskusj¢ i Wnioski. We Wstepie mgr Ewelina Matecka-Grajek zawarta literaturowe informacje
na temat funkcji SRNA kodowanych w frans, a takze znane fakty wplywu struktury sRNA i
dzialania anty-sRNA na mechanizm regulacji ekspresji genow z udzialem sRNA. W drugiej
czgscei tego rozdzialu doktorantka przedstawia obecny stan wiedzy na temat roli i mechanizmu
dziatania biatka opiekunczego Hfq w potranskrypcyjnej regulacji translacji. Wstgp napisany jest
czytelnie i utatwia petne zrozumienie i odpowiednie umiejscowienie badan doktorantki w swietle
poznanych juz faktow z tej dziedziny biologii bakterii. Rozdziaty Materialy i Metody sa zwigzte

i zawierajg niezbg¢dne informacje dla odtworzenia eksperymentéw.



Do badan doktorantka wybratla siedem sRNA, réznigcych si¢ kompetycyjnoscig wigzania
z Hfq, a mianowicie; ChiX, OxyS, RybB, SgrS, DsrA, IstR1 i McaS. Doktorantka okreslita
nieznang do tej pory strukture drugorzgdowg sRNA SgrS i McaS stosujac hydrolizg
enzymatyczna. Ich struktury oraz struktury pozostatych wymienionych sRNA, znane z doniesien
literaturowych, postuzyly do interpretacji wynikéw badan ich dwu- i tréjsktadnikowych
komplekséw z Hfq. W systematycznych badaniach zdolnosci do kompetycji wybranych sRNA
doktorantka wykazata m.in., ze ChiX, OxyS i DsrA sg najbardziej efektywnymi kompetytorami
oraz wskazata na odmienny, dwufazowy mechanizm wigzania dla stabszych kompetytorow
IstR1 i SgrS. Dane dodatkowo wykazaly, ze najsilniejszym kompetytorem byt ChiX.

Bardzo interesujgce sg wyniki badan z zastosowaniem chimerycznych konstruktéw
sRNA zawierajagcych rozne elementy strukturalne wybranych sRNA. Mgr Ewelina Matecka-
Grajek zauwazyta, ze przede wszystkim struktura 5’-koncowego oraz centralnego rejonu sSRNA
wpltywa na kompetycje o Hfq. Na uwagg zwraca staranne zaprojektowanie modelowych
chimerycznych sRNA, ktorych strukturg potwierdzono eksperymentalnie.

Kolejnym etapem bylo sprawdzenie, jakie powierzchnie w Hfq sa zaangazowane w
wigzanie poszczegolnych sRNA. Mgr Matecka-Grajek zastosowata w tym celu otrzymane w
zespole prof. Olejniczaka mutanty Hfg. Za jeden z najwazniejszych wynikow jej badan mozna
uzna¢ wykazanie, ze RybB, DsrA i McaS sa rozpoznawane nie tylko przez strong proksymalng
Hfq, ale rowniez boczng. Doktorantka wykazata tworzenie si¢ odmiennego typu oddziatywan dla
ChiX, dla ktorego rozszerzone badania okreslity, ze oddzialuje ono ze strona proksymalng i
dystalng Hfq.

Badania doktorantki przyczynity si¢ do usystematyzowania wiedzy o sSRNA, ktére mozna
podzieli¢ na dwie klasy. Klasa | to sSRNA z rejonami wewngtrznymi bogatymi w urydyny,
zalezne od strony bocznej Hfq, a klasa I sSRNA jest rozpoznawana przez strong dystalng biatka
Hfq, z udzialem rejonow sRNA bogatych w adenozyny. W dyskusji wynikéw poréwnujac
badania wiasne z doniesieniami literaturowymi doktorantka wyjasnita mechanizm dziatania
sRNA ChiX, ktéry owija si¢ wokol Hfq kotwiczac po stronie proksymalnej poprzez rejony
zawierajgce U, a struktura sRNA umozliwia specyficzne oddziatywanie réwniez ze strong
dystalng Hfq.

Dodatkowo, doktorantka analizowala wplyw anty-sRNA wzgledem sRNA, ktore

oddzialuja z innymi powierzchniami Hfq, a mianowicie ChiX i AgvB oraz Ryb B.



Przeprowadzono szerokie badania statych szybkosci reakcji dysocjacji wigzania sRNA i
regulujacych je anty-sRNA oraz ich mutantéw, do Hfq naturalnego i zmutowanego. Na
podstawie tych badan i poréwnan z dostgpnymi informacjami literaturowymi doktorantka
okreslita, badz potwierdzila, udzial réznych stron Hfq w tworzeniu potréjnych kompleksow
sRNA/Hfg/anty-sRNA i specyficznos¢ tych wigzan w zaleznosci do sRNA i anty-sRNA. Dla
pary chbBC-IGR/ChiX wykazala, Ze jest to strona boczna Hfq, dla RybB/3'ETS"*" - strona
dystalna, a dla AgvB/GcevB - strona boczna i dystalna Hfq.

Ciekawym wynikiem jest zaobserwowanie konkurencji migdzy niektorymi sRNA i anty-
sRNA o wigzanie do Hfq. Badania te pokazaty z jednej strony istnienie niezwykle specyficznych
oddziatywan (uktad sRNA ChiX/Hfq/chbBC-IGR) oraz oddzialywan bardziej labilnych,
zaleznych od dostgpnosci tej samej, bocznej powierzchni biatka Hfq (SRNA AgvB/GevB), co
poprzez konkurencjg¢ prowadzi do zmniejszenia szybkosci asocjacji czasteczek.

Praca napisana jest bardzo starannie i czyta si¢ jg z przyjemnoscig. Mgr Matecka-Grajek
przeprowadzita wyrafinowane i systematyczne badania mechanizmu regulacji translacji, ktore
stanowig spojna cato$¢ poszerzajgc wiedz¢ podstawowa w tej dziedzinie. Zastosowanie
odpowiednio dobranych technik oraz mutantow zaréwno wybranych sRNA, anty-sRNA, jak i
Hfq pozwolito zaproponowaé prawdopodobny mechanizm oddzialywania danego sRNA z
uwzglednieniem jego struktury drugorzgdowe;j.

Badania i dyskusja jest spdjna, a wyniki koreluja z danymi literaturowymi, rowniez tymi
przeprowadzonymi in vivo. Recenzent zastanawia si¢ jednak czy w przeprowadzonych
eksperymentach in vitro obecno$¢ lub brak MgCly, a takze wybrane rozne warunki buforowe
(przy enzymatycznej hydrolizie) nie wptywaja na strukture badanych sRNA. Zastosowano w
badaniach struktury RNA warunki faldowania zaczynajace si¢ denaturacjs w 90°C i
odstawieniem probki na 10 min w temperaturze pokojowej (a wigc stosunkowo szybki i krotki
byt to proces), nastgpnie przeprowadzono hydrolize enzymatyczng w buforze bez MgCl,.
Tymczasem eksperymenty wigzania z biatkiem Hfq prowadzone byly w obecnosci 2.5 mM
MgCla. Czy doktorantka potwierdzita na zelu natywnym obecnos$¢ jednej struktury sSRNA dla
tych warunkow faldowania, w réznych buforach stosowanych przy enzymatycznej hydrolizie,
ktére nie zawieraly MgCl>? Dodatkowo, w badaniach szybkosci asocjacji SRNA i anty-sRNA,
recenzent odczytat, ze nie bylo MgCl. w stosowanym buforze. Czy doktorantka mogtaby

uzasadni¢ taka decyzje?



Prositabym rowniez doktorantkg o jej opini¢ jak mozna wykorzystaé przygotowane
mutanty czgsteczek RNA i Hfq w badaniach in vivo, jaki eksperyment in vivo uwazataby za
najwazniejszy dla potwierdzenia swoich wnioskéw o mechanizmach odzialywan, w ktorych
uczestniczy SRNA.

Podsumowujac, przedstawione w rozprawie doktorskiej badania dostarczaja nowych
informacji o regutach rozpoznawania sSRNA przez biatko Hfq, co w kontekscie znanych faktow
literaturowych wyjasnia niektore mechanizmy regulacji translacji, w ktorych badane sRNA
uczestniczg. Pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Eweliny
Mateckiej-Grajek spetnia catkowicie wymogi merytoryczne i formalne stawiane pracom
doktorskim i wnosze¢ do Rady Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Eweliny Mateckiej-Grajek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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