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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Sobanskiej pt.: Znaczenie sekwencji i
struktury mRNA i anty-sRNA w ich oddzialywaniach z niekodujacymi RNA

bakterii.

Rozprawa doktorska mgr Darii Sobanskiej wykonana zostata pod kierunkiem
dr hab. Mikotaja Olejniczaka, prof. UAM w Zakladzie Biochemii, Instytutu Biologii
Molekularnej i Biotechnologii, Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu. Od kilku lat, w
Zakltadzie kierowanym przez Promotora rozprawy, prowadzone sg z duzym powodzeniem
badania krotkich niekodujacych RNA bakterii oraz ich roli w procesie translacji.
Recenzowana rozprawa doktorska wpisuje sie w te wazng i aktualng problematyke badawcza.

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest liczacym 151 stron opracowaniem,
podzielonym na nastepujace, zasadnicze czesci: wstep (31 stron), materialy i metody (facznie
34 strony), wyniki (44 strony) oraz dyskusja (15 stron). Po wstepie do rozprawy Autorka
zamiedcita opis celéw pracy, a dyskusje zamyka wnioskami. Rozprawa zawiera takze
streszczenie w wersji polsko i anglojezycznej, wykaz stosowanych skrétow oraz bibliografie
liczaca ok. 230 pozycji cytowanej literatury zrodlowe;.

We wistgpie do rozprawy Autorka opisata regulatorowe RNA bakterii oraz bialko
opiekunicze Hfq, jako regulator ekspresji. Obydwa podrozdziaty, oprécz podstawowych,
zawierajg informacje oparte na najnowszej literaturze przedmiotu i przygotowane zostaty
bardzo kompetentnie. Przedstawione informacje wprowadzaja czytelnika w tematyke
rozprawy i sg bardzo przydatne dla przeanalizowania wynikow badan eksperymentalnych
opisanych w jej dalszych czesciach.

Rozdziat — wyniki podzielony zostal na dwie czesci. W pierwszej czesci opisano
rezultaty prac majacych na celu zbadanie znaczenia sekwencji nukleotydowej mRNA w
oddziatywaniach z sRNA RybB, a w szczegblnosci, znaczenia rodzaju nukleotydu
bezposrednio sgsiadujgcego z miejscem wigzania tego regulatorowego RNA. Celem drugiej
czesei pracy byto poznanie roli biatka Hfq w oddzialywaniach sSRNA z regulatorowymi anty-
sRNA oraz poréwnanie jej do roli tego biatka w oddziatywaniach czasteczek sRNA z

regulowanymi przez nie mRNA.




Realizacje pierwszego celu rozprawy Doktorantka podzielita na kilka etapow. W
pierwszym etapie skoncentrowata sie na badaniach oddziatywaf w obrgbie krotkich,
modelowych dupleksow RNA, odpowiadajacych miejscu oddziatywania sSRNA RybB z
wybranymi miejscami w mRNA, regulowanymi przez ten niekodujacy RNA. Wyznaczyla z
duza precyzjg parametry termodynamiczne dla tych oddziatywan. Wyniki wskazaty, ze
niesparowane puryny zlokalizowane w pozycji 3’ przylegltej do dupleksu RNA zwiekszajg
jego stabilno$¢ termodynamiczng bardziej niz pirymidyny w tej pozycji. Wyznaczone réznice
w energii oddzialywania sg jednak stosunkowo male, co Autorka tlumaczy wptywem kilku
dodatkowych, niesparowanych nukleotydéw od strony 3’ dupleksu. Proponuje przetestowanie
oddziatywan w obrebie duplekséw wylacznie z jedna niesparowana reszta nukleotydowa od
strony 3'. Zgadzam sig, Ze réznice w energii oddziatywania bytyby prawdopodobnie bardziej
znaczace. Jednak, czy wyniki badan takich uktadéw modelowych bytyby bardziej
reprezentatywne dla wyjasnienia zachowawczosci nukleotydu 3" w czasteczkach mRNA
petnej dlugosci? Ponadto, czy badajac krétkie dupleksy, odpowiadajagce miejscu
oddziatywania SRNA-mRNA, w niektorych przypadkach nie nalezatoby wzigé¢ pod uwage
dodatkowych oddziatywan pomiedzy tymi czasteczkami, poza analizowanym dupleksem?

W kolejnym kroku, do badan stabilnosci termodynamicznej oraz szybkosci asocjacji
wybranych komplekséw sRNA-mRNA Doktorantka zastosowata technike réznicowej
migracji w zelu poliakrylamidowym (EMSA). Do analiz wybrala fragmenty mRNA
oddzialujace z SRNA RybB a takze warianty tych fragmentéw ze zmutowana pozycja 3’,
przylegajaca do dupleksu bedacego miejscem oddziatywania. Wyznaczyta zardwno wartosci
statej dysocjacji Kd, jak i obserwowanej szybkosci asocjacji koss, przy nieobecnosci oraz w
obecnosci biatka Hfq. Wyniki wskazaly, ze rodzaj reszty nukleotydowej w pozycji 3’
wzgledem miejsca wigzania SRNA w mRNA wplywa na szybkos¢ asocjacji SRNA RybB do
mRNA. Ponadto, obecno$¢ biatka Hfq zmniejsza znaczenie sekwencji mRNA sasiadujacej z
miejscem wigzania SRNA dla ich oddziatywan. W tej czesci rozprawy, na podkreslenie
zastuguja wysokie umiejetnosci Doktorantki w prowadzeniu zaawansowanych badan
wiasciwosci termodynamicznych kompleksow RNA-RNA oraz analiz kinetyki tworzenia si¢
tych kompleksow.

Ostatnim etapem, opisanym w pierwszej czesci wynikéw, byla translacja modelowego
mRNA ompC w fuzji z mRNA GFP w warunkach in vitro. Zaobserwowano obnizenie
efektywnosci translacji w obecnosci SRNA RybB oraz sSRNA RybB i biatka Hfq, przy czym
byto ono silniejsze, gdy od strony 3’ miejsca wigzania SRNA RybB do mRNA znajdowata sig

reszta puryny a nie reszta pirymidyny. Sadze, ze warto byloby zaproponowaé mozliwy
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mechanizm obserwowanego efektu. Czy w mechanizmie tym nalezatoby uwzgledni¢ zwigzek
pomiedzy lokalizacjg miejsca oddzialywania SRNA z mRNA a regionem Shine-Dalgarno i
kodonem inicjujgcym w mRNA?

W drugiej czesci rozdziatu wyniki opisano badania dotyczace udziatu biatka Hfq w
oddzialywaniu migdzy regulatorowymi sSRNA a czasteczkami anty-sRNA oraz czgsteczkami
mRNA. Do badan wybrano sRNA, dla ktorych znany byt mechanizm dziatania w wigzaniu
mRNA. Analizowano oddzialywania sRNA: RybB, ChiX i GevB a takze anty-sRNA:
3'ETS™Z, chbBC-IGR i AgvB. Aby méc zaproponowaé sposéb oddziatywania anty-sRNA z
sRNA, Doktorantka wyznaczyla struktury drugorzedowe sRNA GcevB oraz anty-sRNA:
chbBC-IGR, 3'ETS'? i AgvB. W analizie strukturalnej wykorzystata kilka enzymow
nukleolitycznych o dobrze znanej specyficznosci dziatania. Czy Autorka rozwazata
mozliwos¢ zastosowania do tego celu réwniez reagentéw chemicznych, szczegélnie takich,
ktére umozliwiatyby mapowanie struktury czasteczek RNA oraz ich kompleksow w
warunkach komoérkowych?

Do monitorowania oddziatywan anty-sRNA z regulatorowymi sRNA i biatkiem
opiekunczym Hfq Doktorantka wykorzystata technike elektroforezy kompleksow wybranych
czgsteczek w Zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych. Na tej podstawie
wyznaczyta szybkosci asocjacji dla tworzenia si¢ kompleksow sRNA z mRNA lub anty-
sSRNA w obecnosci Hfq oraz w obecnosci mutantéw tego biatka. Przeprowadzila
kompleksowg analize zdolnosci do kompetycji wybranych anty-sRNA o wigzanie do miejsca
oddziatywania z RNA na powierzchni biatka Hfq. Na tej podstawie wyciggnela szereg
waznych wnioskdéw dotyczacych przestrzennej organizacji komplekséw. Ustalita, ze anty-
sRNA, wigzac si¢ z czgsteczkami sSRNA i biatkiem opiekunczym Hfq, imituje oddziatywania
pomiedzy czasteczkami mRNA a sRNA. Dyskﬁsjt; wynikow tej czesci rozprawy utatwitby
schematyczny rysunek przedstawiajacy organizacj¢ kompleksu, z uwzglednieniem sposobu
oddzialywania czgsteczek RNA z biatkiem Hfq, jego strong proksymalna, dystalng badz
boczng. Co Autorka sadzi o mozliwosci wykorzystania fragmentéw sRNA lub anty-sRNA do
badan organizacji komplekséw tych czasteczek z biatkiem Hfq? W badaniach prowadzonych
wezesniej w macierzystym laboratorium Doktorantki, opisanych w artykule, ktérego jest
wspdtautorka, z powodzeniem wykorzystane zostaty chimeryczne czasteczki SRNA.

Rozprawa doktorska mgr Darii Sobanskiej przygotowana zostata bardzo starannie. Z
obowigzku recenzenta musze jednak odnotowaé kilka pomylek i niezrgcznych sformutowan
zauwazonych w tekscie np.: str. 15 — niewlasciwa terminologia: grupa trdjfosforowa,

monofosforowa; str. 57 i 66 — wyrazenia zargonowe: suplementowane, kwantyfikowano; str.
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73, zamiast ,,280 nM” powinno by¢ ,,280 nm”; str. 101 — zamiast niskiej rozdzielczosci
,,najkrétszych” powinno by¢ ,,najdtuzszych”; str. 120 — zamiast ,,Ryc. 21” powinno by¢ ,,Ryc.
18”. Wymienienie tych usterek nie ma stuzyé wykazaniu, ze recenzent uwazne przeczytat
rozprawe. Kazdy tekst naukowy powinien charakteryzowac si¢ duza precyzja opisu i brakiem
bledow, takze tych edytorskich. Pod tym wzglgdem recenzowana rozprawa zostata
przygotowana bardzo dobrze.

Problematyka badawcza podjeta przez mgr Dari¢ Sobanska w recenzowanej rozprawie
jest bardzo aktualna, a otrzymane wyniki maja istotne znaczenie dla poznania zwigzku
migdzy sekwencjg i strukturg mRNA a sposobem oddzialywania sRNA bakterii z
regulowanymi mRNA. Uzyskano nowe, wazne informacje na temat sposobu oddziatywania
anty-sRNA z regulowanymi sRNA w kompleksie z biatkiem Hfq. Wyniki zostaty wnikliwe
przedyskutowane, w sposob $wiadczacy o szerokim zorientowaniu Autorki rozprawy w
uprawianej dziedzinie.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Darii
Sobafiskiej spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2017 r. poz. 1789) i wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Darii Sobanskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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