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Recenzja pracy doktorskiej Zuzanny Wrdéblewskiej

,»Rola bialka Hfq w oddzialywaniu niekodujacych RNA bakterii z sekwencjg kodujacg
mRNA”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Zuzanny Wroblewskiej zostata wykonana pod
kierunkiem prof. Mikolaja Olejniczaka. Kierowany przez niego zespol od kilku lat zajmuje
sic badaniem mechanizmu regulacji translacji przez mate niekodujace RNA w komorkach
bakteryjnych. Recenzowana praca doktorska dotyczy trans-RNA (sRNA), ktore wigza
czeSciowo komplementarne regiony kontrolowanej przez siebie czasteczki mRNA zmieniajac
dostepno$é mRNA do rybosomu i podatnos¢ mRNA na degradacje. SRNA maja zwykle okoto
50-100 nt dlugosci i sg zlozone ze struktur spinkowych rozdzielonych regionami
jednoniciowymi. Bakterie uzywaja szerokiego spektrum sRNA w regulacji metabolizmu
komorkowego, adaptacji do zmieniajacych sie warunkdéw Srodowiska, wirulencji szczepow
chorobotworczych oraz obronie przeciwko bakteriofagom lub mobilnym elementom
genetycznym. Znaczna wickszos¢ sSRNA wymaga do dziatania biatka opiekunczego Hfq i
wlasnie rola Hfqg w tworzeniu oddziatywan miedzy sRNA a regulowanym przez nie mRNA
jest tematyka recenzowanej rozprawy. Wiekszo$¢ danych przedstawionych w pracy
doktorskiej wchodzi w sktad publikacji, ktéra ukazata si¢ ostatnio w prestizowym
czasopi$mie RNA Journal i ktérej mgr Zuzanna Wroblewska jest pierwszym autorem.
Regulacja translacji bakteryjnej przez sRNA i rola biatka Hfq zostala wyczerpujgco
omowiona we wstepie teoretycznym. Uktad wstepu jest logiczny i stanowi doskonate
wprowadzenie do zagadnienia. Autorka nawigzuje do najnowszych publikacji z tej zywo
rozwijajace] si¢ dziedziny wiedzy. Analizowane przez nig zagadnienie nie jest proste, gdyz
funkcja Hfg jest kompleksowa i polega miedzy innymi na rozplataniu zltozonych struktur
drugorzedowych mRNA 1 sRNA, co umozliwia formowanie dupleksu miedzy nimi.
Poprzednie badania pokazaly, ze jedna ze stron tego biatka o pier§cieniowatym ksztalcie jest
specyficzna wobec urydyn, a druga wobec adenozyn. Sekwencje bogate w urydyny obecne sg
na 3° konicu sRNA, co jest wynikiem terminacji transkrypcji niezaleznej od Rho. Natomiast
sekwencje bogate w adenozyny cz¢sto wystepuja w obrebie 5° UTR regulowanych mRNA. W
ten sposob sRNA i mRNA wigzg sie jednoczesnie do biatka Hfq, ktore ponadto stymuluje
uformowanie dupleksu. Powszechnos¢ takiego modelu oddzialywania Hfq zostata niedawno
zakwestionowana gdyz wykryto alternatywne sposoby oddziatywania RNA z Hfq, rowniez z
wykorzystaniem strony bocznej biatka. Réznorodno$¢ oddziatywan pozwala na szybka
wymiang¢ RNA pozostajacych w kompleksie z Hfq 1 zapewnia wydajny sposob regulacji
translacji w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki. We wstepie szczegoétowo omowiono
regulacje ekspresji mRNA rpoS przez DsrA sRNA, jedyny do tej pory poznany mechanizm
dziatania biatka Hfq w aktywacji translacji mRNA przez sRNA.
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Podsumowanie wynikow

W ramach realizacji pracy doktorskiej Zuzanna Wroblewska zbadala rol¢ biatka Hfg w
tworzeniu oddzialywan miedzy sSRNA a mRNA ompD z Salmonella typhimurium. W obrgbie
sekwencji kodujgcej mRNA ompD oddziatuje z czterema réznymi sSRNA: RybB, SdsR, MicC
i InvR. Uzyskane przez doktorantke wyniki stanowig kompleksowa analize oddzialywania 5’
koncowego fragmentu mRNA ompD o dhugosci 187 nt z RybB, SdsR i MicC i roli Hfq w
stabilizacji tych oddziatywan. Doktorantka wykonala wielostronne i kompletne badania w
ukladzie in vitro z wykorzystaniem zsyntetyzowanych sRNA, fragmentu mRNA oraz
oczyszczonego biatka Hfq i jego zmutowanych wariantow. Szybkos¢ tworzenia kompleksow
mRNA-sRNA oraz powinowactwo Hfgq wzgledem badanych czasteczek RNA okreslita
metodg réznicowej migracji w polu elektrycznym. Uzyskata eleganckie dane; zastosowanie
wlasciwych kontroli pozwolito na przypisanie odpowiednim pragzkom na zelu réznych form
kompleksow. Analiza danych pozwolita na okreslenie wptywu Hfq na szybkos¢ asocjacji
kompleksow sSRNA-mRNA. Stwierdzono, ze biatko Hfq utatwia oddzialywania wszystkich
trzech badanych czasteczek SRNA z mRNA ompD, jednak doktadny sposob jego dziatania w
kazdym przypadku zalezy od sekwencji oraz struktury oddzialujacych czasteczek RNA.
Stosunkowo najmniejszy wptyw Hfq obserwowano w przypadku tworzenia komplekséw
SdsR-ompD.

Doktorankta potwierdzita alternatywne sposoby oddzialywania RNA z Hfq; wyniki
wskazywaly, ze czasteczka mRNA moze jednoczesnie oddzialywa¢ z wigcej niz jedng
powierzchnig biatka Hfq.

Dodatkowo, przeprowadzajac hydrolize znakowanego RNA z wykorzystaniem enzymoéw
specyficznych wobec rejonéw jedno i dwuniciowych, wyznaczyla strukture drugorze¢dowa
sekwencji liderowej ompD mRNA i wykazata zmiany konformacyjne w tej strukturze
wywolane wigzaniem RybB i MicC. Stwierdzila takze, ze sekwencja bogata w reszty
adenozyn i urydyn zlokalizowana w regionie 5 UTR mRNA stanowi funkcjonalne miejsce
wigzania Hfq i ma kluczowe znaczenie dla zaleznego od biatka Hfq tworzenia kompleksow
sRNA z seckwencja kodujaca mRNA. Wykorzystanie krotkich, nieustrukturyzowanych
fragmentéw sRNA i mRNA wskazywato, ze funkcjonalno$¢ innych miejsc wigzania Hfq
zalezy od ich polozenia w strukturze, sekwencji a takze orientacji wzgledem miejsca wigzania
sRNA. Przedstawione dane sg wysokiej jako$ci 1 zostaly opublikowane w RNA Journal, co
potwierdza ich wysoka range.

W koncowej partii pracy doktorantka analizowata wplyw zwiazanego sSRNA RybB na in vitro
translacje OmpD przeprowadzong w bakteryjnym ekstrakcie. Wyniki te potraktowano jako
wstepne i choé¢ zostaly skomentowane, trudno je odnies¢ do podstawowej czesci pracy.
Badania te nie zostaty uwzglednione w publikacji w RNA Journal 1 wymagaja kontynuacji.
Dopiero analiza wptywu sRNA i Hfq na wydajno$¢ translacji petnej dtugosci mRNA pozwoli
na cksperymentalng weryfikacje wynikoéw uzyskanych przez doktorantke w uktadzie
modelowym. Nalezy jednak przyznaé, ze uzyskane wyniki pozostawaly w zgodzie z
wnioskami wyciggnietymi z dotychczasowych badan wplywu Hfq na ekspresj¢ mRNA
zalezng od sSRNA w ukladzie in vivo.

Komentarz merytoryczny

Recenzowana praca reprezentuje wysoki poziom merytoryczny badan z dziedziny
podstawowej biologii molekularnej. Podejmuje aktualny, bardzo istotny problem naukowy
kontroli ekspresji gendéw bakteryjnych przez mate regulatorowe RNA. Badany przez
doktorantke mRNA OmpD koduje poryng¢ zewngtrznej btony komoérkowej, ktora odgrywa
kluczowa role¢ dla odpornosci Salmonella na toksyny i antybiotyki oraz ma znaczenie dla



wirulencji bakterii. Regulacja ekspresji OmpD pozwala na szybkg odpowiedZ na zmieniajgce
sie warunki $rodowiska i wplywa na przezywalnosci bakterii w komorkach gospodarza i
wywolanie infekcji. Zrozumienie molekularnych mechanizmoéw regulacji translacji zaleznej
od RNA u bakterii Salmonella typhimurium , ktére sg powaznymi zagrozeniami zdrowotnymi
cztowieka, moze mie¢ istotne znaczenie dla zaprojektowania nowych drog terapii infekeji
bakteryjnych.

Koncepcja pracy jest spdjna, eksperymenty sa zaplanowane logicznie, tak aby podejs¢ do
rozwigzania problemu specyficznodci oddziatywan w kazdy mozliwy sposdb — od strony
mRNA, sRNA, ale takze od strony biatka Hfq. Wykonanie eksperymentéw jest perfekcyjne,
opracowanie jest staranne, a komentarze wlasciwie wywazone. Wnioski 1 hipotezy
postawione na postawie uzyskanych wynikow sa w pelni uzasadnione.

Mam tylko nieliczne zastrzezenia, ktére nie umniejszaja mojej pozytywnej opinii o
recenzowanej pracy.

1. We wstepie teoretycznym nawigzano do funkcji Hfq w regulacji translacji niezalezne;j
od sRNA. Potraktowano jednak marginalnie szeroko opisane w literaturze
oddziatywanie Hfq z 3’ koficem mRNA, co promuje poliadenylacje i hamuje
aktywnos¢ 3°-5’ egzonukleaz. Czy w ukladzie in vivo udzial biatka Hfq w dojrzewanie
3’ konca moze mie¢ wptyw na efektywnos¢ oddziatywan sRNA-mRNA w obrebie 5°
konca tego mRNA ?

2. Czy przedyskutowano wyczerpujaco mozliwos¢ wykorzystania stosowanego w pracy
modelu do sytuacji in vivo w komorce? Z literatury wiadomo o istnieniu zjawiska
konkurencji miedzy sRNA o wiagzanie do Hfgq, co moze wplywaé na proces
potranskrypcyjnej regulacji  ekspresji  genéw. Zjawisko kompetycji wynika z
obserwacji, ze poziom biatka Hfq w komorce nie jest wystarczajacy by posredniczy¢
we wszystkich oddziatywaniach mRNA-sRNA. W ukladzie in vifro autorka stosowata
rozne stezenia Hfq. Odnosze wrazenie, ze efekt stezenia Hfq na oddzialtywanie z
badanymi RNA nie zostal dostatecznie przedyskutowany w kontekscie sytuacji in
VIvo.

3. W podsumowaniu  wynikéw/dyskusji  zabraklo mi koncowego modelu
przedstawiajagcego miejsca wiazania Hfq 1 jego wplyw na asocjacj¢ badanego
fragmentu mRNA ompD z czasteczkami sRNA i konfrontacji z opublikowanym
modelem przedstawionym na rys. 8.

Komentarz edytorski

Praca zostala przygotowana starannie. Czg$¢ teoretyczna jest przygotowana bardzo
kompetentnie i doskonale wprowadza w tematyke badan. Opis poszczegdlnych partii
wynikow poprzedzony jest zwykle krotkim wprowadzeniem teoretycznym i podsumowany
konkluzja, utatwiajgc zrozumienie opisywanych eksperymentéw, ktore ukladaja si¢ w cigg
logiczny. Dyskusja jest bardzo wywazona, konkluzje nie sg posunigte za daleko.

Podsumowanie ;

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska w pelni
spetnia wymogi ustawy o Tytule i Stopniach Naukowych i wnosz¢ do Rady Wydzialu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr
Zuzanny Wroblewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka
jakos¢ wynikow wnioskuje o wyréznienie pracy stosowng nagroda.
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