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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Rezulak, pt.

»,Rola wyspecjalizowanego biatka kontrolujgcego w regulacji ekspresji systemu
restrykcyjno-modyfikacyjnego Csp231I z Citrobacter sp. RFL231”

wykonanej w Katedrze Mikrobiologii, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem dr hab. lIwony Mruk, prof. UG

Systemy restrykcji i modyfikacji (R-M) sg bardzo powszechnym komponentem genomodw
bakteryjnych. Z jednej strony postrzegane sg one jako samolubne moduty genetyczne,
uzalezniajace od siebie komorki bakteryjne, natomiast z drugiej — przypisuje sie im wazne
funkcje biologiczne, ktdre nie ograniczajg sie jedynie do ochrony ich gospodarzy przed
inwazyjnym DNA. Systemy te sg bardzo zréinicowane, m.in. pod wzgledem struktury
genetycznej, wymaganych kofaktoréw, rozpoznawanych sekwencji nukleotydowych i sposobu
ich ciecia. Cechg wspdlng, ktora decyduje o mozliwosci ich zaadaptowania i utrzymania w
genomach nowych gospodarzy, jest precyzyjna regulacja ekspresji gendw metylotransferazy
(MTazy) i endonukleazy restrykcyjnej (REazy), co jest w petni zrozumiate, bioragc pod uwage
letalny efekt, jaki moze wywotywacé zaburzenie stechiometrii tych biatek w komorce.
Zdefiniowanie mechanizméw regulacyjnych jest zatem wainym zadaniem badawczym,
niezbednym dla zrozumienia molekularnych podstaw funkcjonowania systeméw R-M.
Zagadnienie to stanowi watek przewodni ocenianej rozprawy, w ktorej za cel postawiono
okres$lenie sposobu regulacji ekspresji gendéw systemu R-M Csp231l (typu Il) Citrobacter sp.
RFL231, ze szczegblnym uwzglednieniem roli kodowanego w tym Jocus czynnika
transkrypcyjnego C, reprezentujacego nowa grupe biatek regulatorowych.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Rezulak ma forme spdjnego tematycznie opracowania o
klasycznym uktadzie, typowym dla prac o charakterze eksperymentalnym, z podziatem na
Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Wstep, Cel naukowy, Materiaty, Metody, Wyniki,
Dyskusje, Podsumowanie i Bibliografie. Zostata ona przygotowana starannie, zaréwno pod
wzgledem jezykowym jak i graficznym, z zachowaniem odpowiednich proporcji dtugosci
ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 41 318, faks: 22 55 41 402

e-mail: bartosik@biol.uw.edu.pl
http://www.biol.uw.edu.pl



poszczegodlnych rozdziatéw. Doktorantka nie ustrzegta sie jednak drobnych niedociagnie¢,
niezrecznych sformutowan czy uproszczen, ktére jednak nie wptywajg na pozytywny odbior

catosci rozprawy.

Wstep rozprawy w wystarczajgcym stopniu wprowadza czytelnika do tematyki badan.
Pierwszy jego rozdziat przynosi podstawowe informacje na temat systeméw R-M, ich
charakterystyki, klasyfikacji oraz roli jaka odgrywaja w komdrkach bakterii. Systemy te
przedstawiono przez pryzmat hipotezy Hisato Kobayashiego, ktory zalicza je, wraz z systemami
toksyna-antytoksyna (TA), do wspdlnej grupy ,samolubnych” modutéw genetycznych. Dlatego
tez w drugiej czesci Wstepu, poswieconej mechanizmom kontrolujgcym powstawanie
enzymow R-M, opisano liczne przykfady elementéw regulatorowych systemow TA. Jest to w
petni zasadne, jednak powinno znalez¢ rowniez odzwierciedlenie w tytule gtéwnego rozdziatu
(3.2), ktéry zostat zbyt wasko sformutowany: ,Czynniki transkrypcyjne regulujgce systemy R-M
typu II”. W konicowej czesci Wstepu Autorka koncentruje uwage na biatkach C, petnigcych role
czynnikdw transkrypcyjnych w grupie systeméw R-M, do ktoérej zaliczono analizowany w
rozprawie system Csp231l.

W pierwszym etapie opisanych badan Doktorantka, stosujgc podejscie bioinformatyczne,
zidentyfikowata w sekwencjach genomowych pule gendw kodujgcych biatka C, pokrewne
biatku C.Csp231l. Analizy poréwnawcze tych loci pozwolity na wyrdznienie konserwowanych
motywow w sekwencjach aminokwasowych (aa) biatek C, a takze na wytypowanie sekwencji
nukleotydowych o strukturze podwodjnych palindromdéw, mogacych stanowié¢ potencjalne
miejsce interakcji biatek C z DNA (tzw. C-box). Predykcje te byty punktem wyjscia do
wstepnych eksperymentdw, w trakcie ktorych oczyszczono biatko C, a nastepnie metodg EMSA
wykazano jego zdolnos¢ do interakcji z DNA w obrebie regionu C-box. W analogicznych
badaniach wykorzystano réwniez dwa uzyskane w tej pracy zmutowane warianty biatka C (ze
zmienionymi aa w obrebie dwéch réznych motywow), ktére utracity zdolnos¢ oddziatywania z
DNA. Obraz elektroforetyczny oczyszczonych biatek sugeruje, ze utracity one réwniez silng
tendencje do tworzenia form dimerycznych, obserwowang w przypadku ,dzikiego” biatka
(rycina 19). Czy znajomos¢ struktury krystalograficznej biatka C pozwala na wskazanie
prawdopodobnej przyczyny tej zmiany?

Geny biatka C i endonukleazy systemu Csp231l rozdzielone sg krétkim regionem
miedzygenowym, w ktérym Doktorantka zidentyfikowata waine sekwencje regulatorowe —
dwa zachodzace na siebie promotory (R1 i R2) genu endonukleazy. Okreslono aktywnos¢ obu
promotoréw przy zastosowaniu plazmidu testowego oraz zmapowano miejsca ich startu
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transkrypcji. Analogiczne badania przeprowadzono réwniez dla promotoréw genow biatka C
oraz metylotransferazy, co dato ogdlne wyobrazenie na temat organizacji transkrypcyjnej
analizowanego systemu.

Nastepnie, wykorzystujgc odpowiednie uktady dwuplazmidowe, wykazano wtasciwosci
autoregulacyjne biatka C, ktore, zaleinie od stezenia, ma zdolnos$¢ aktywowania badz
hamowania transkrypcji kodujgcego je genu. Ponadto, dzieki konstrukcji wariantow
mutacyjnych regionu C-box mozliwe byto wyciggniecie wnioskow na temat roli poszczegdlnych
palindromow-operatorow w regulacji ekspresji genu C.

Dalsze badania przyniosty kolejne obserwacje, istotne dla zrozumienia podstaw
funkcjonowania analizowanego /locus. Wykazano m.in. (a) powstawanie bicistronowego
transkryptu genéw biatka C oraz REazy, (b) powstawanie dwdch form endonukleazy, w wyniku
inicjacji translacji z udziatem réinych kodondw inicjatorowych, (c) uzyskano takze dane
Swiadczace o zrdézinicowanej stabilnos¢ transkryptow biatka C, REazy i MTazy, ktore byty
szczegoblnie istotne przy interpretacji wynikdw analiz relatywnego poziomu poszczegdlnych
transkryptow w komorkach bakterii. Waznym momentem w badaniach byta rdéwniez
identyfikacja innych czasteczek regulatorowych — antysensownych RNA kodowanych w
obrebie gendw biatka C i REazy.

Dzieki konstrukcji licznych wariantow genetycznych systemu Csp231I niosgcych mutacje
w regionach regulatorowych, monitorowaniu poziomu ekspresji poszczegdlnych gendw w tych
uktadach oraz badaniu in vivo ich aktywnosci biologicznej, Doktorantka poczynita wiele
obserwacji, ktérych zespolenie pozwolito jej na stworzenie cato$ciowego modelu ilustrujgcego
ztozony mechanizm kontroli ekspresji genow systemu Csp231l. Okazato sie, ze system ten pod
pewnymi wzgledami odbiega od poznanych wczesniej uktadéw regulacyjnych innych
systeméw R-M kodujacych biatka C. Poznanie i scharakteryzowanie poszczegdlnych
elementdéw regulatorowych oraz stwierdzenie wielopoziomowego sprzezenia regulacyjnego z
ich udziatem, niewatpliwie wprowadza nowe i wazne tresci do ogdlnej wiedzy na temat
funkcjonowania i biologii systemoéw R-M.

Rozprawa pozostawia rowniez kilka znakéw zapytania, dotyczacych np. (a) sposobu
stymulacji aktywnos¢ promotora genu metylotransferazy przez biatko C, prawdopodobnie przy
braku interakcji tego biatka z DNA regionu promotorowego, (b) mechanizmu negatywnego
wptywu transkryptu biatka C na aktywnos¢ promotora antysensownego RNA genu REazy, czy
tez (c) przyczyny utraty zdolnosci stabilizacji plazmidow w populacji bakterii niosgcych
zmodyfikowane systemy R-M, mimo zachowania aktywnosci restrykcyjnej tych systemoéw. Te
ciekawe obserwacje, wnikliwie przedyskutowane przez Doktorantke, mogg stanowi¢ dobry
punkt wyjscia do dalszych badan.
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Wyniki rozprawy zostaty przedstawione w klarowny sposéb, jako logiczny cigg myslowy.
Rozdziat ten, jak i cata rozprawa, jest zajmujaca lektura, a dzieki identyfikacji kolejnych
elementow regulatorowych i poszukiwaniu ich wzajemnych relacji, utrzymuje do kornca
ciekawos¢ i zainteresowanie czytelnika. Nie mniej jednak mam kilka uwag do tej czesci
rozprawy. Dotyczg one m.in.: (a) braku zaznaczonego zakresu stezen induktora na rycinie 26,
(b) btednie wskazanych numeréw starteréw w legendzie ryciny 28, (c) wynikéw RT-PCR na
rycinie 35 — brak negatywnej kontroli amplifikacji przy pozytywnym wyniku dla wszystkich préb
badanych pozostawia pewng niepewnos¢, (d) sugestii na temat ilosci powstajgcych w komaorce
transkryptow na podstawie jednostkowego wyniku amplifikacji DNA na matrycy cDNA (rycina
28). Uwazam rowniez, ze nazwy rekombinowanych biatek powinny informowac czytelnika o
obecnosci znacznika histydynowego — zastosowane w pracy oznaczenie CWT mylnie sugeruje,
ze mamy do czynienia z niezmienionym, ,,dzikim” biatkiem C. Ponadto, na stronie 77 (2 akapit)
opisano, dos¢ ogdlnikowo, badanie aktywnosci trzech promotoréw (réwniez w obecnosci in
trans biatka C) (rycina 25), prawdopodobnie z wykorzystaniem dwuplazmidowego uktadu,
ktérego konstrukcje opisano i zilustrowano dopiero w dalszej czesci rozprawy (rycina 29).
Opisy te nalezato w pewnym stopniu skompilowac. Niektdre wyniki przedstawione na rycinie
2530 mozna odebrac jako sprzeczne. Stwierdzenie w legendzie ryciny 25, ze aktywnos¢ beta-
galaktozydazy badano ,w obecnosci C” silnie sugeruje zaindukowanie ekspresji biatka C w
komodrce — wéwczas wg tej ryciny biatko C aktywuje ekspresje promotora Pc, a wedtug danych
z ryciny 30 — ma ono wtasciwosci represora.

Rozprawe doktorska podsumowuje Dyskusja, w ktorej Doktorantka rzeczowo i wyczerpujgco
omawia uzyskane wyniki i przedstawia je w kontekscie aktualnych, odpowiednio dobranych
pozycji literaturowych. Rozdziat ten jest w mojej opinii bardziej odpowiednim miejscem na
przedstawienie zaproponowanego przez Doktorantke modelu kontroli ekspresji gendéw
systemu Csp231l, ktory opisano w koricowej czesci Wynikow. Dyskusja jest Swietnie napisana i
swiadczy o rozlegtej wiedzy eksperckiej Autorki na temat systemow R-M, a takze ogodlnej
wiedzy z zakresu genetyki i biologii molekularnej bakterii. W rozdziale tym znalaztem
odpowiedzi na kilka pytan i watpliwosci, ktére pojawity sie w trakcie lektury Wynikéw
rozprawy. Poprositbym jednak Doktorantke o ustosunkowanie sie w trakcie obrony do
podanych nizej zagadnien:

1) Endonukleaza systemu Csp231l jest izoschizomerem REazy Hindlll. Czy miejsca
rozpoznawane przez ten enzym znajdujg sie réwniez w sekwencji analizowanego systemu — a
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jesli sg, jaka jest ich lokalizacja i czy ich metylacja moze stanowi¢ dodatkowy czynnik regulacji
ekspresji gendw biatka C, REazy i MTazy?

2) Czy w genomach Citrobacter spp. i E. coli wystepuja sekwencje palindromowe typu C-box
niezwigzane z systemami R-M, z ktérymi mogtyby potencjalnie oddziatywaé biatka C?
Doktorantka wspomina w Dyskusji o mozliwosci zakiécania ekspresji genéw profaga przez
biatko C. Czy zmiany transkryptomu za sprawg tych czynnikdéw transkrypcyjnych moga miec
znacznie szerszy zakres?

3) Przedstawione w rozprawie badania skupiajg sie gtdwnie na operonie biatka C i REazy, a w
mniejszym stopniu na genie MTazy. Miedzy uftozonymi ,tail-to-tail” genami REazy i MTazy
usytuowany jest zapewne terminator transkrypcji, co jednak nie wyklucza potencjalnej
mozliwosci powstawania dtuzszych transkryptéw obejmujgcych sasiednie geny. Transkrypty
takie mogtyby petni¢ wéwczas takze role antysensu, stanowigc dodatkowy czynnik regulacyjny.
Ciekawy jestem, czy wiadomo co$ na ten temat? Poprositbym o uwzglednienie powstawania
takich hipotetycznych transkryptéw w stworzonym w pracy modelu kontroli ekspresji genow
systemu Csp231l i omdéwienie ich potencjalnego wptywu na funkcjonowanie tego locus.

Podsumowujac chciatbym pokresli¢, ze rozprawe doktorska mgr Moniki Rezulak oceniam
bardzo wysoko. Doktorantka zrealizowata postawione cele naukowe, uzyskujgc wyniki o duzej
wartosci poznawczej. Réwnie wysoko oceniam odpowiedni dobdér metodyki, sposdb
zaplanowania i realizacji kolejnych zadan badawczych, a takze interpretacji i krytycznej dyskusji
uzyskanych wynikéw. O wartos$ci naukowej rozprawy swiadczy réwniez fakt, ze znaczna czesc
jej wynikéw zostata opublikowana w uznanym periodyku Nucleic Acids Research (200 pkt.
MEiN), a powstaty artykut zostat wyrdzniony prestizowg nagrodg w konkursie im. prof.
Kazimierza Bassalika, organizowanym przez Komitet Biologii Molekularnej Komorki Polskiej
Akademii Nauk.

Whniosek koncowy

W mojej opinii oceniana rozprawa w pefni spetnia wymogi ustawowe stawiane pracom
doktorskim. W zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Rezulak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage wartos¢ naukowa uzyskanych
wynikow, ich znaczenie nie tylko z punktu widzenia biologii systemoéw R-M, lecz réwniez w
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znacznie szerszym zakresie — regulacji ekspresji gendw u bakterii, oraz opublikowanie tych
wynikéw w uznanym periodyku o duzym stopniu oddziatywania w $rodowisku naukowym,

wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

prof. dr hab. Dal;\iusz Bartosik
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