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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Grzegorza Cecha zatytulowanej
., Wplyw delecji genu hifg bakterii Escherichia coli na

regulacje replikacji DNA oraz na rozwéj bakteriofaga P1vir”

Praca doktorska Pana mgr Grzegorza Cecha zostala wykonana pod kierunkiem Pani Prof.
dr hab. Agnieszki Szalewskiej-Patasz, ktora specjalizuje si¢ w badaniach zwigzanych
m.in. z replikacja plazmidow, cyklem zyciowym bakteriofagéw, mechanizmami dzialania
alarmondéw bakteryjnych oraz sposobami kontroli wzrostu bakterii. Temat rozprawy
doktorskiej, ktora dotyczy roli biatka opiekunczego Hfq w regulacji replikacji

plazmidowego oraz fagowego DNA, bardzo dobrze wpisuje si¢ w t¢ tematyke.

Celem badan pracy bylo wyjasnienie udziatlu biatka opiekunczego Hiq w
procesach zwigzanych z metabolizmem DNA na przykladzie replikacji wybranych
plazmidow oraz namnazania bakteriofaga Plvir. Rola biatka Hfq w metabolizmie RNA
jest juz od dawna obiektem intensywnych badan dotyczacych m.in. udziatu tego biatka w
stabilizacji regulatorowych czasteczek RNA, promowania oddzialywan niekodujacych
RNA z regulowanymi przez nie czasteczkami mRNA, oddziatywan z innymi biatkami, a
takze bezposredniego udziatu w regulacji translacji. Biatko Hfq jest szczegélnie wazne
dla dzialania regulatorowych RNA, ktore sa kodowane w frans wzgledem
kontrolowanych przez nie genow, jednakze bierze udzial takze w regulacji transpozycji z
udziatem cis-kodowanych RNA-IN oraz RNA-OUT. Udzial biatka Hfq w procesach
zwigzanych z metabolizmem DNA jest jednak jeszcze slabo poznany, co stanowi o

szczegblnym znaczeniu badan podjetych przez Doktoranta w recenzowane] pracy.

Praca doktorska Pana mgr Grzegorza Cecha ma uklad typowy dla publikacji
naukowej, z podzialem na wprowadzenie, opis stosowanych materialow i metod,
omowienie wynikow, dyskusje, wnioski oraz referencje literaturowe. Praca zostala

napisana jezykiem klarownym i logicznym. Wprowadzenie literaturowe kompetentnie
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wprowadza czytelnika w zagadnienia zwiazane z rola biatka Hfq w regulacji ekspresji
genow, mechanizmami replikacji DNA u bakterii oraz cyklem zyciowym bakteriofaga
P1. Szczegdlna uwaga poswiecona jest oméwieniu badan dotyczacych bezposredniego
oddzialtywania biatka Hfq z DNA.

Badania nad rolag Hfg w metabolizmie DNA zostaly rozpoczete przez Doktoranta
od analizy fenotypow mutantéw E.coli z delecja genu hfg w oparciu o dane uzyskane z
zastosowaniem mikromacierzy. Analiza ta obejmowala prawie 2 tysigce indywidualnych
testow fenotypowych, czyli 20-krotnie wiecej niz w uprzednio prowadzonych badaniach
tego typu. Uzyskane wyniki potwierdzity plejotropowy efekt delecji genu Afg, wykazujac
roznice w ponad 200 fenotypach biochemicznych. Stwierdzono wigksza aktywnosc¢
metaboliczna mutanta (,,zysk fenotypu™) pod wzgledem utylizacji réznych zrédet azotu,
wegla, fosforu i siarki, a takze podwyzszong wrazliwos¢ (,,utrate fenotypu™) na czynniki
stresu osmotycznego, zmiany pH, oraz na szereg zwigzkow chemicznych, m. in. liczne
antybiotyki. Zaobserwowano réwniez podwyzszona wrazliwos$¢ na zwiazki interferujace
z metabolizmem DNA, m.in. czynniki utleniajace, interkalujace oraz inhibitory syntezy.
Jednoczesnie stwierdzono, ze delecja Afg nie wplywa na procesy biosyntetyczne, min.
zwigzane z synteza prekursoréw DNA. Wyniki tych badan sg interesujace oraz
poszerzaja istotnie stan wiedzy na temat efektow fenotypowych wynikajacych z braku
biatka Hfg w komorce. W trakcie obrony poprositbym Doktoranta o krdotka dyskusje o
tym, w jaki sposob interpretuje obserwowany zysk lub utratg fenotypu, czy np. mozna te
dane interpretowaé bezposrednio w kategoriach represji lub aktywacji odpowiednich

genow przez Hfq?

Aby lepiej zrozumie¢, w jaki sposob obserwowane zmiany fenotypowe sa
powiazane z metabolizmem DNA, Doktorant przeprowadzil badania zmian
transkryptomu w szczepie z delecja genu Afg. W przypadku ok. 50 gendw zwiagzanych z
metabolizmem DNA stwierdzono zmiany poziomu ekspresji o co najmniej 10%..
Szczegolnie duzy efekt zaobserwowano w przypadku genu kodujacego biatko LrhA,
ktore uczestniczy w regulacji genu rpoS przy pomocy Hfg-zaleznego sSRNA RprA, a
takze w przypadku genu kodujacego biatko AsnA. W tym drugim przypadku ewentualna
rola biatka Hfq nie jest znana. Ponadto zaobserwowano mniejsze zmiany w ekspresji

genow bezposrednio zwigzanych m.in. z replikacjg i naprawa DNA. Warto zauwazy¢, ze
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gen mutS, ktéry wykazuje sie wzrostem poziomu ekspresji w mutancie Afg, jest
regulowany negatywnie przez sRNA SdsR, ktore nalezy do sRNA zaleznych od Hig

(Gutierrez ef al., Nature Communications 2013).

Aby lepiej zrozumieé, w jaki sposéb bialko Hfq uczestniczy w procesach
zwiazanych z metabolizmem DNA Doktorant postanowil zmierzy¢ Kkinetyke
wbudowywania radioaktywnej tymidyny podczas replikacji chromosowego DNA oraz
replikacji plazmidu z chromosomalnym miejscem inicjacji replikacji oriC. Wyniki badan
wskazaly, ze zaréwno replikacja chromosomowego DNA jak i DNA plazmidu z oriC
przebiega efektywniej w mutancie Afg, niz w szczepie dzikim, szczegolnie w srodkowej

czesei fazy logarytmiczne;j.

W nastepnym etapie Pan mgr Cech objat swoimi badaniami szereg plazmidow
posiadajacych rézne miejsca inicjacji replikacji, w tym rézne plazmidy typu ColEl,
pSC101 oraz posiadajagce fagowe miejsca inicjacji replikacji. Wstepna charakterystyke
roli biatka Hfq w ich replikacji wykonal mierzac wydajno$¢ transformacji tymi
plazmidami komoérek z delecja Afg oraz komorek dzikich. Zmiany wydajnosci
transformacji mogg $wiadczy¢ o zmianach w replikacji lub zatrzymywaniu
transformowanych plazmidow. W przypadku szesciu z badanych ta metoda plazmidow
efektywnos$¢ transformacji w szczepie z delecja hfg byla obnizona, w dwoch
niezmieniona a w jednym (pUC18) znacznie podwyzszona. Poniewaz pUC18 zawiera
delecie genu rom kodujacego biatko opiekuncze niezbgdne dla kontroli replikacji
plazmidu z udzialem cis-kodowanych RNA I i RNA II wynik ten moze $wiadczy¢ o

interakcjach pomiedzy mechanizmami regulacji zwigzanymi z rom oraz z hfq.

Nastepnie Doktorant bezposrednio poréwnat kinetyke replikacji plazmidéw z
réznymi sekwencjami inicjacji replikacji mierzac inkorporacje radioaktywnej tymidyny.
Wyniki tych badan wykazaly wigksza syntez¢ DNA w mutancie hfg w przypadku
wszystkich badanych plazmidéw typu ColE1l, w tym takze plazmidu pUCI18, przy czym
roznica ta byla szczegolnie duza w srodkowej czgsci fazy logarytmicznej. W przypadku
plazmidéw pochodnych pSC101 roznice byly mniejsze i dotyczyly jedynie p6zniej fazy

logarytmicznego wzrostu. Natomiast w przypadku minireplikonéw pochodzacych od
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bakteriofagéw obserwowano réznorodne efekty, przy czym w przypadku pochodnej faga

P1 najwigksze roznice obserwowano na poczatku fazy logarytmicznego wzrostu.

W ostatnim etapie prac Doktorant podjat si¢ zbadania roli /fg w replikacji faga
Plvir w komorkach E.coli. Analiza morfologii lysinek fagowych wykazala slabszy
rozwdj bakteriofaga w szczepie z delecja hfg. Analiza transkryptomu E.coli podczas
infekcji pokazata, ze liczba genéw gospodarza, ktorych ekspresja ulegta zmianie jest
nizsza w przypadku mutanta Afg. Stwierdzono takze réznice w zmianach ekspresji genow

fagowych podczas infekcji komorek dzikich oraz komorek z delecjg Afq.

Podsumowujac, w swojej rozprawie doktorskiej Pan mgr Grzegorz Cech podjagt
bardzo interesujacy problem biologiczny dotyczacy roli biatka Hfq w metabolizmie DNA
na przykladach roznych jednostek replikacyjnych. Wyniki jego badan wskazujg na
znaczenie biatka Hfq dla przebiegu proceséw zwiazanych z replikacja DNA u bakterii,
natomiast otwarte pozostaje pytanie, co do mechanizméw dzialania biatka Hfg w tych
procesach. Myslg, ze warto byloby, aby Doktorant w czasie obrony przedyskutowat
mozliwe sposoby wyjasnienia mechanizméw dzialania Hfq prowadzacych do
obserwowanych efektéw fenotypowych. W tym kontekscie interesuje mnie szczego6lnie
czy obserwowane efekty delecji genu Afg zwiazane z metabolizmem DNA moglyby by¢
wytlumaczone przez udzial biatka Hfg w regulacji translacji lub stabilnosci

odpowiednich mRNA za posrednictwem niekodujacych RNA.

Przedstawiona mi do oceny praca spelnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie Panu mgr Grzegorzowi Cechowi stopnia
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie mikrobiologia. Jednoczesnie ze wzgledu na

wysoka wartos¢ naukowsg przeprowadzonych badan wnioskuj¢ o wyrdznienie pracy.
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