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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Joanny Kwiatkowskiej zatytulowanej

,,Mechanizm dzialania bialka opiekunczego Hfq w tworzeniu komplekséw pomi¢dzy
regulatorowymi RNA MgrR i ChiX a czasteczkami mRNA u bakterii Escherichia coli”

Praca doktorska Pani mgr Joanny Kwiatkowskiej zostala wykonana w Pracowni Biochemii RNA
Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
pod opieka dr hab. Mikotaja Olejniczaka, prof. UAM. Wigkszos¢ danych przedstawionych w pracy
doktorskiej wchodzi w sktad publikacji, ktéra ukazata si¢ w prestizowym czasopismie RNA i ktorej pani
mgr Joanna Kwiatkowska jest pierwszym autorem.

Problematyka pracy wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich kilku lat
przez prof. Mikotaja Olejniczaka i jego zespot. Badania te dotycza mechanizmow regulacji procesu
translacji przez mate regulatorowe RNA (SRNA) w komorkach bakteryjnych. Czgsteczki SRNA stanowia
liczna grupe bakteryjnych regulatoréw. Sg one wykorzystywane w regulacji metabolizmu komorek
bakteryjnych, w utrzymaniu homeostazy jonowej, adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska,
czy tez do obrony przed obcymi lub niepozadanymi dla bakterii elementami genetycznymi. Diugos¢
SRNA zazwyczaj miesci sie w przedziale od 50 do 300 nukleotydow. Czasteczki te r6znig si¢ migdzy
soba sekwencja, a takze przyjmowana struktura drugorzedows, jednakze w ich budowie mozna wyrdznié
wspblne elementy, tj. struktury typu spinki do wloséw, rozdzielone rejonami jednoniciowymi. Co istotne,
sRNA cechuje wystepujaca na dtugim odcinku sekwencji petna komplementarnos¢ wobec regulowanych
przez nie czasteczek mRNA. Aktywnos$¢ wielu sSRNA wspierana jest przez biatka opiekuncze. Bialtka
opiekuncze RNA umozliwiaja prawidlowe funkcjonowanie sRNA dzigki: (i) zapewnianiu tym
czasteczkom ich wlasciwego zwijania w struktury wyzszych rzedow, (ii) ulatwianiu oddziatywania
pomiedzy komplementarnymi sekwencjami sSRNA i mRNA, (iii) ochronie sSRNA przed komoérkowymi
rybonukleazami. Jednym z najlepiej poznanych bialek opiekunczych RNA u bakterii jest biatko Hfq.
Obecnie wiadomo, iz biatko Hfq posiada trzy powierzchnie oddziatywania z RNA: proksymalna, dystalna
oraz boczna. W oparciu o sposob wigzania do biatka Hfq, zaproponowano podzial sSRNA na dwie klasy
(1i II). SRNA klasy I oddziatuja ze strona proksymalng Hfq za pomoca ogona poli(U), ktory miesci si¢ na
koficu 3’ sSRNA oraz z powierzchnia dystalna Hfq, wykorzystujac wewngtrzne motywy sekwencyjne
bogate w reszty urydyn i adenozyn. Czasteczki mRNA regulowane przez sRNA klasy I wigzg sie do
strony dystalnej Hfq za pomoca motywoéw sekwencyjnych ARN (A — adenozyna, R — puryna, N -



dowolny nukleotyd). Podczas gdy sRNA klasy II oddziatuja z powierzchnia proksymalng i dystalng Hfq,
mRNA wigze sie do strony bocznej tego biatka opiekunczego.

W ramach realizacji pracy doktorskiej pani Joanna Kwiatkowska zbadata wptyw biatka Hfq na
asocjacje dwoch czgsteczek nalezacych do klasy IT sSRNA, MgrR oraz ChiX, do regulowanych przez nie
mRNA, odpowiednio eptB lub ygdQ i chiP. Wspomniane mRNA koduja biatka zaangazowane w Sciezki
przekazywania sygnatu ze $rodowiska zewngtrznego do wnetrza komorki bakteryjnej. Wyjasnienie
mechanizméw wspieranej przez biatko Hfq asocjacji SRNA-mRNA jest istotne dla lepszego poznania
i zrozumienia zaleznej od sRNA regulacji ekspresji genéw w komorkach bakteryjnych oraz sposobu
adaptacji bakterii do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych.

Przedlozona do oceny praca doktorska zawiera wszystkie niezbedne czgsci. W obszernym
wprowadzeniu, podzielonym na trzy podrozdzialy, pani Joanna Kwiatkowska wnikliwie przedstawita
problematyke dotyczaca regulatorowych RNA u bakterii, ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw
kontroli ekspresji mRNA przez czasteczki SRNA oraz roli tych regulatorowych RNA w funkcjonowaniu
komorek bakteryjnych i ich odpowiedzi na czynniki pochodzace ze srodowiska zewnetrznego. Ponadto,
autorka zamiescita szereg informacji na temat biatka Hfq, a takze udzialu tego biatka w zaleznej od SRNA
regulacji ekspresji genéw. Rozdzial ,,Wprowadzenie” bardzo dobrze wprowadza czytelnika w tematyke
badawcza rozprawy. W tej czesci rozprawy doktorskiej znalazlam nieliczne drobne usterki, ktore,
z obowigzku recenzenta, wymieniam ponizej:

1. Uwaga natury ogélnej: rzeczowniki: SRNA i mRNA uzywane sg czasami w rodzaju gramatycznym
meskim, a czasami w rodzaju nijakim; np. (i) str. 18: ,(...) mRNA kodujace male toksyczne biatko
oddziatuje z antytoksycznym asRNA, tworzac stabilny dupleks (...)”. Moim zdaniem powinno by¢: (...)
mRNA kodujgcy mate toksyczne biatko oddziatuje z antytoksycznym asRNA, tworzac stabilny dupleks
(...), badz: (...) mRNA kodujace mate toksyczne biatko oddzialuja z antytoksycznym asRNA, tworzac
stabilny dupleks (...) lub (ii) str. 23: ,,W tym przypadku czasteczka SRNA naprowadza rybonukleaz¢ na
komplementarne mRNA ptsG, ktore nastgpnie ulega degradacji (Morita i wsp., 2005)”. Moim zdaniem
powinno by¢: W tym przypadku czasteczka SRNA naprowadza rybonukleaz¢ na komplementarny mRNA
ptsG, ktéry nastepnie ulega degradacji (...) lub: W tym przypadku czasteczka sRNA naprowadza
rybonukleaze na komplementarne mRNA pi#sG, ktore nastepnie ulegaja degradacji (...). Uwaga ta
dotyczy takze dalszych czesci pracy.

2. Str. 20: ,(...) 3000 sparowanych par RNA”. Moim zdaniem wystarczy napisa¢: 3000 par RNA;
w pelnym ujeciu: Badania wykorzystujace metodg oddziatywania RNA przez ligacje i sekwencjonowanie
(RIL-seq, ang. RNA interaction by ligation and sequencing), pozwalajaca na mapowanie zaleznych od
Hfq oddziatywan sRNA z komplementarnymi mRNA in vivo, zidentyfikowaty okoto 3000 par RNA.

3. Str. 42-43, dot. Rys. 15: brak odwotan w tekscie do Rys. 15D i 15 E.

4. Drobne btedy jezykowe, np. ,,3' konca mRNA” zamiast konica 3" mRNA, str. 43: ,Reprezentatywne
wyniki badan, otrzymane na podstawie technik oparte na pomiarach anizotropii fluorescencji oraz
metodzie zatrzymanego przeptywu (...)”, czy powtorzenia oraz brak przyimkéw, np. str. 49-50: ,,Wér6d
czasteczek sRNA zaliczonych do Klasy II (Schu i wsp., 2015) szczegolnie dobrze poznane sg
mechanizmy regulacji ekspresji ekspresji gendw udziatem dwoch z nich (...).”



Wspomniane drobne niedoskonatosci nie wptywaja w zaden sposob na ogélny, bardzo pozytywny odbidr
omawianego rozdziatu pracy.

Cele pracy zostaty sformutowane jasno i precyzyjnie. Wyodrebnione cele szczegétowe doktadnie
okreslajg zakres zaplanowanych eksperymentéw. Rozdzial ,Materiaty i Metody” zawiera szczegétowa
liste materialow wykorzystywanych przez doktorantk¢ podczas prowadzonych badan. Opisy
zastosowanych technik i metod badawczych sa rownie wnikliwe. Bez watpienia, opisy te umozliwig
mlodszym doktorantom, czy tez badaczom z niezaleznych laboratoriow, odtworzenie poszczegdlnych
eksperymentow.

Rozdzial opisujgcy wyniki doswiadczen sktada si¢ z dwoch czesci. Pierwsza z nich dotyczy badan
nad mechanizmem, zaleznej od biatka Hfq, asocjacji czasteczki SRNA MgrR do dwoch regulowanych
przez t¢ czasteczke mRNA, eptB i ygdQ. Druga cze$¢ opisuje badania nad mechanizmem zaleznej od Hfq
asocjacji SRNA ChiX do mRNA chiP. Opisy doswiadczen odzwierciedlaja podstawowe i szczegétowe
cele pracy. Pani mgr Joanna Kwiatkowska wykonata kompleksowe badania w ukladach in vitro,
z wykorzystaniem otrzymanych metoda syntezy in vitro czasteczek sSRNA (MgrR i ChiX) i fragmentow
mRNA (eptB133, ygd(Q145 oraz chiP116, gdzie liczby oznaczaja dtugos¢ czasteczki RNA); uzyte zostaty
takze warianty RNA zawierajgce mutacje w kluczowych dla prowadzonych badaf motywach
sekwencyjnych. Doswiadczenia prowadzone byly z wykorzystaniem oczyszczonego biatka Hfq
o sekwencji naturalnej (Hfq wt) i jego trzech wariantéw zawierajacych substytucje w miejscach wigzania
RNA, odpowiednio: mutanta strony proksymalnej (wariant Hfq K56A), mutanta strony dystalnej (wariant
Hfq Y25D) i mutanta strony bocznej (wariant Hfqg R16A). Doktorantka w swoich badaniach wykorzystata
standardowe metody biologii molekularnej i biochemii oraz techniki specjalistyczne, jak EMSA (ang.
electromobility shift assay; technika rdznicowej migracji komplekséw w zelu poliakrylamidowym),
stuzaca do analiz oddzialywan RNA-RNA oraz RNA-biatko, czy metody retencji kompleksow RNA-
biatko na podwdjnych filtrach, stuzace do wyznaczania wartosci stalych dysocjacji i wartosci ICso dla
reakcji kompetycji. Ponadto, autorka zastosowala specjalistyczny program KinTek Explorer do
wyznaczenia kinetycznie preferowanych Sciezek dla przeprowadzanych reakcji asocjacji SRNA i mRNA
w obecnosci biatka Hfq ijego poszczegdlnych wariantow. Wszystkie eksperymenty zostaly starannie
zaplanowane i wykonane. Badania asocjacji SRNA-mRNA zostaly poprzedzone potwierdzeniem struktur
drugorzedowych badanych RNA z wykorzystaniem enzyméw hydrolitycznych. Powinowactwo Hfq
wzgledem badanych RNA oraz szybkosci tworzenia kompleksow sRNA-mRNA zostaly okreslone
z wykorzystaniem techniki EMSA. Dodatkowo, doktorantka przygotowala szereg eksperymentow
kontrolnych, ktére umozliwity przypisanie zaobserwowanym substratom i produktom reakcji (pragzkom
w zelach) roznych form komplekséw. Wykorzystujac program KinTek Explorer, autorka przeprowadzita
globalng analize danych asocjacji SRNA MgrR do mRNA eptB lub ygdQ oraz sSRNA ChiX do mRNA
chiP w obecnosci biatka Hfq i jego wariantéw z mutacjami stron rozpoznajacych RNA. Przeprowadzone
analizy umozliwily doktorantce wyznaczenie kinetycznie preferowanych $ciezek dla wykonanych reakcji
asocjacji.

Pomimo ze czasteczki SRNA MgrR i ChiX naleza do tej samej klasy bakteryjnych regulatorow
RNA (klasy II), doktorantka zauwazyla, ze mozna wskaza¢ migdzy nimi subtelne rdéznice
w mechanizmach oddziatywania z docelowymi mRNA i biatkiem Hfq in vitro. Dokladniej, wyniki badan
prowadzonych przez mgr Joanng Kwiatkowska wykazaly, iz wiazanie SRNA MgrR jest bardziej zalezne
od strony proksymalnej heksamerycznego pierscienia Hfq, niz ChiX. Natomiast boczna strona Hfq jest

kluczowa dla stymulacji asocjacji SRNA do mRNA - mutacja wtym rejonie biatka skutkowata
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zakotwiczeniem sRNA MgrR i ChiX w obrebie biatka i zaburzonym rozpoznawaniem strategicznych
motywé6w UA w mRNA, co bezposrednio przekladalo si¢ na stabsze tworzenie kompleksow sRNA-
mRNA-biatko. Co wazne, doktorantka po raz pierwszy pokazata, ze dystalna strona biatka Hfq jest
miejscem wigzania kompetytorowego RNA, ktory warunkuje uwalnianie kompleksu sRNA klasy II-
mRNA od biatka i tym samym pozwala na wykorzystanie Hfq w kolejnej rundzie regulacyjnej. Uzyskane
wyniki pozwolily pani mgr Joannie Kwiatkowskiej na zaproponowanie mechanizmu wspierania asocjacji
sRNA MgrR do mRNA eptB133 oraz ygd(Q145 przez biatko Hfq. Doktorantka ustalita, ze motywy
sekwencyjne rozpoznawane przez Hfq w sRNA MgrR oraz mRNA eptB133 i ygd(Q145 sa potozone
w regionach jednoniciowych czasteczek, co decyduje o ich dostepnosci dla biatka. Ponadto, doktorantka
wykazata, iz sekwencje komplementarne w badanych czasteczkach leza w strukturalnie dynamicznych
rejonach, co moze utatwia¢ ich wzajemnie oddziatywanie. Podsumowujac, badania przeprowadzone
przez mgr Joanne Kwiatkowska przyczynily si¢ do lepszego poznania biochemicznych mechanizméw
lezacych u podstaw tworzenia kompleksow migdzy sRNA klasy II, regulowanymi przez dany sRNA
mRNA i biatkiem Hfq. Wydajna regulacja ekspresji gendw poprzez sRNA jest bardzo wazna dla bakterii,
poniewaz umozliwia ona szybka adaptacje komorek bakteryjnych do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiskowych.

W tym miejscu cheialabym podkresli¢, ze przeprowadzone przez panig mgr Joanng Kwiatkowska
doswiadczenia wymagaly duzej bieglosci w prowadzeniu eksperymentow, a takze niezwyklej
systematycznosci i doktadno$ci w ich dokumentowaniu. Rozdzial ,Wyniki” jest, moim zdaniem,
przygotowany bardzo starannie. Do tej czesci pracy, oprocz drobnych uwag natury jezykowej, mam jeden
komentarz dotyczacy kolejnosci odwotan do rysunkéw: po odwotaniu do Rys. 26 (str. 81), pojawia sig
odwotanie do Rys. 28 (str. 82), a dopiero pdzniej odwolanie do Rys. 27.

Dyskusja uzyskanych wynikow jest gruntowna i wnikliwa; rozdzial ten zostal zwieficzony
zaproponowaniem ogélnego mechanizmu wyjasniajacego wspierang przez Hfq asocjacj¢ sSRNA klasy II
do regulowanych przez nie mRNA, z uwzglednieniem dysocjacji kompleksu SRNA-mRNA od Hfq.
Opisowi zaproponowanego mechanizmu towarzyszy dobrze przemyslany i czytelny schemat, ktory
doskonale podsumowuje obserwacje poczynione przez autorke.

Whioski koncowe zostaly ujete w punktach i podpunktach. Koficowe podsumowanie umozliwia
calosciowe spojrzenie na osiagniecie naukowe, zaprezentowane przez panig mgr Joanng Kwiatkowska
w przedtozonej rozprawie doktorskie;.

Podsumowujac, chciatabym stwierdzi¢, iz pani mgr Joanna Kwiatkowska przedstawita bardzo
warto$ciowa rozprawe doktorskg. Nie mam watpliwosci, iz dane zebrane podczas realizacji niniejszej
pracy doktorskiej pozwola na pelniejsze zrozumienie mechanizméw molekularnych zwigzanych
zregulacja ekspresji gendéw bakteryjnych poprzez sRNA. Do doswiadczalnej czgsci pracy mam
nastepujace pytania:

1. Zgodnie z opisami zawartymi w rozdziale ,,Materialy i Metody”, reakcje wigzania SRNA MgrR do Hfq
[(rozdziat 6.2.4, str. 68-69) oraz (Rys. 24)] prowadzone byly z wykorzystaniem substratu RNA, ktéry byt
inkubowany w temp. 90°C przez 1 min, a nastgpnie proba zostata przetozona na 16d, na 5 min. Z kolei
analizy szybkosci asocjacji czasteczek SRNA do mRNA w obecnosci biatka Hfq, przeprowadzone za
pomocg techniki EMSA, wykonane zostaly zgodnie z nastepujacym schematem: (i) czasteczki MgrR,
eptB133 iygdQ145 inkubowano w 90°C przez 1 min, nastgpnie przez 5 min na lodzie; (ii) czasteczki
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ChiX i chiP116 inkubowano w 90°C przez 2 min, potem czasteczki poddano faldowaniu przez 10 min
w RT (rozdziat 6.2.8, str. 71). Dlaczego czasteczki MgrR, eptB133 oraz ygd(Q145 réwniez nie zostaty
poddane fatldowaniu? Czy réznice te dotycza regulatorowych motywéw sekwencyjnych (i/ lub
strukturalnych) wystepujacych w badanych czasteczkach?

2. Model przedstawiony na Rys. 50 dotyczy mechanizmu asocjacji SRNA MgrR do mRNA eprB133
zaleznego od biatka Hfq, a nastepnie uwalniania kompleksu sSRNA-mRNA poprzez zwiazanie do Hfq
kompetytorowego RNA. Model ten zostal sporzadzony w oparciu o wyniki badan prowadzonych
w warunkach in vitro. Jak sama doktorantka zauwaza: ,Nalezy pamigtaé, ze badania prowadzono
w systemie in vitro, zatem otrzymane wyniki stanowia uproszczong forme zjawisk wystepujacych in
vivo” (str. 140). Czy autorka zastanawiata si¢ jak badany proces regulacji uwalniania kompleksow sRNA-
mRNA od biatka opiekuniczego moze przebiega¢ w komorce? Jacy inni potencjalni gracze (np. inne
czasteczki RNA lub inne biatka) moga by¢ zaangazowani w badany proces?

3. Czy, w oparciu o przedstawiony na Rys. 50 model, mozemy wyobrazi¢ sobie alternatywne terapie
przeciwbakteryjne, ktore moglyby postuzy¢ w leczeniu infekcji bakteryjnych?

4. Czy doktorantka obserwowata negatywny wplyw biatka Hfg wt, lub jego wariantéw, na stabilnos¢
(integralnos¢) wigzanych sSRNA w warunkach in vitro? Zgodnie z modelem zaproponowanym na Rys. 50,
czasteczka SRNA zagina si¢, aby zwigza¢ si¢ z proksymalng i dystalng strong biatka? Czy taki sSRNA
moze ,,pekac” po zwigzaniu do biatka?

5. Czy doktorantka rozwazata uzycie innych metod do badania oddziatywan RNA-RNA, czy tez RNA-
biatko, np. pomiar sily oddzialywan migdzyczasteczkowych w  czasie rzeczywistym metoda
interferometrii warstwowej (BLI, ang. Bio-Layer Interferometry)?

Przedstawiona mi do oceny rozprawa spelnia wszystkie ustawowe wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, wnioskuje zatem do Rady Wydzialu Biologii UAM o dopuszczenie Pani mgr
Joanny Kwiatkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzglgdu na wysoka
warto$¢ naukowa zaprezentowanych wynikow, ktére w wigkszosci zostaly juz opublikowane, wnioskuje
o wyrdznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.

Avca Y gl Lt

Anna Kurzynska-Kokorniak



