UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Biologii
UAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

dr hab. Mikotaj Olejniczak, prof. UAM

Pracownia Biochemii RNA

17 czerwca 2021, Poznan

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Moniki Rezulak zatytulowanej
» Rola wyspecjalizowanego bialka kontrolujacego w regulacji ekspresji

systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego Csp2311 z Citrobacter sp. RFL231”

Praca doktorska Pani mgr Moniki Rezulak zostata wykonana pod opieka Pani prof. UG
dr hab. Iwony Mruk w Katedrze Mikrobiologii Wydzialu Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego. Tematyka pracy dotyczy mechanizmow regulacji systeméw restrykcji-
modyfikacji, ktére uczestniczg w kontroli wprowadzania obcego DNA do komorek
bakteryjnych. W swoich badaniach Doktorantka zastosowala metody biologii
molekularnej, biochemii oraz bioinformatyki, aby wyjasni¢ ztozony mechanizm regulacji
systemu restrykcji-modyfikacji, w ktorym uczestniczy biatko C oraz antysensowe RNA
wspolnie kontrolujgce wzgledny poziom ekspresji poszczegdlnych komponentow tego
systemu niezbedny dla utrzymania réwnowagi pomigdzy aktywnosciami restrykcji i

modyfikacji.

Wstep literaturowy pracy bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia
zwigzane ze sposobem dziatania systemow restrykcji-modyfikacji oraz z ich regulacja.
Wyjasnienie tych zagadnien nie jest tatwe, poniewaz systemy te nie sa regulowane w
sposOb ,,zero-jedynkowy”, lecz w sposob ilosciowy, gdzie bardzo wazna jest
odpowiednia réwnowaga pomigdzy stezeniami réznych komponentéw systemu w
komorce oraz w roznych fazach wprowadzania systemu do komorki. Doktorantka bardzo
logicznie i klarownie przedstawita funkcj¢ biologiczng i specyfike dziatania systemow
restrykcji-modyfikacji. Ponadto porownala te systemy z koncepcyjnie podobnymi
systemami toksyna-antytoksyna. Jest to bardzo istotny aspekt dzialania obu typdéw
systemow obronnych bakterii.

Poza przedstawieniem ogolnych zasad dziatania systemow restrykcji-modyfikacji
bardzo przydatne dla czytelnika bylo takze opisanie szczegélnie charakterystycznych
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przykladow regulacji tych systemow, w tym takze z udzialem dodatkowych czynnikow.

W szczegdlnosci wyjasnienie znanych mechanizmoéw regulacji zwigzanych z udzialem
bialek C oraz antysensowych RNA, a takze regulacji z zastosowaniem réznej liczby i
orientacji promotoréw odpowiedzialnych za transkrypcje gendw poszczegdlnych
skfadnikéw systemu bylo pomocnym odniesieniem dla aspektéw podjetych przez
Doktorantke w czesci eksperymentalnej rozprawy.

Po to aby wyjasni¢ mechanizm dzialania biatka C z systemu restrykcji-
modyfikacji Csp2311 w bakteriach Citrobacter Doktorantka w pierwszej kolejnosci
przeprowadzita analiz¢ bioinformatyczng sekwencji podobnych systemow, aby wskazaé
regiony zakonserwowane wsrod nich. Pozwolilo jej to na poréwnanie regiondw najsilniej
zakonserwowanych ewolucyjnie pomiedzy systemami podobnymi do Csp231I, a
nalezacymi do dobrze poznanego systemu Pvull, rowniez zawierajgcego biatko C. Dzieki
temu poréwnaniu mogla wskazaé¢ sekwencje aminokwasowe biatka C z Csp2311, ktoére
mogly by¢ zaproponowane jako wystepujace w regionach zaangazowanych w
oddziatywanie z polimeraza RNA (czynnik ¢'") (sekwencja SQE) oraz w wigzanie
sekwencji C-box w DNA (R34). Poréwnanie wigzania oczyszczonego bialtka C z
Csp2311 oraz jego mutantow zawierajagcych substytucje reszt aminokwasowych w
sekwencji SQE albo w sekwencji ARQ zawierajacej argining 34 do czasteczki DNA
zawierajace] sekwencje C-box pokazato, ze mutacje obu tych sekwencji pozbawiajg
biatko C zdolnosci do oddziatywania z DNA.

W kolejnym etapie badan Pani mgr Monika Rezulak scharakteryzowata
aktywnos$¢ transkrypcyjng zidentyfikowanych sekwencji promotorowych systemu
Csp2311 oraz wykorzystanie obu obecnych w tym systemie sekwencji operatorowych C-
box przez biatko regulatorowe C. Doktorantka wykazata, ze w systemie reporterowym
biatko C kontroluje transkrypcje 2z promotoréw wlasnego genu oraz genu
metylotransferazy, natomiast nie kontroluje obu promotoréw genu restryktazy.
Dokladniejsze analizy wykazaly, ze w nizszych stezeniach biatko C wykazuje funkcje
aktywatora transkrypcji wlasnego genu, a w wyzszych represora, przy czym dominuje
funkcja represora. Ponadto Doktorantka wykazata, ze gen restryktazy moze ulegad
ekspresji zarowno jako osobny transkrypt, ktorego promotor nie jest zalezny od biatka C,

jak rowniez jako transkrypt bicistronowy wspoélnie z genem biatka C. Konsekwencjg tego
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faktu jest mniejszy wplyw biatka C na transkrypcje restryktazy w systemie Csp2311, niz

w dobrze poznanym systemie Pvull. Badania wprowadzania systemu Csp2311 do
komorek bakteryjnych wykazaty role biatka C w obnizaniu aktywnosci restryktazy, co
jest spojne z zaproponowang rolg tego biatka w represji transkrypcji tego genu.

W drugiej czegsci wynikow Pani mgr Monika Rezulak podazylta sciezkg badawcza,
ktora rozpoczgta si¢ od niespodziewanej obserwacji, ze konstrukt reporterowy
zawierajacy pelnej dtugosci sekwencje¢ genu biatka C mniej wydajnie ulega ekspresji niz
konstrukt zawierajacy jedynie 5'-koncowy fragment tego genu. Analiza aktywnosci
transkrypcyjnej petnej dtugosci tego genu, m.in. za pomocg RNA-seq, wykazata, ze na
komplementarnej nici DNA znajduje si¢ gen transkryptu antysensowego wzgledem
mRNA biatka C. Dalsze badania wykazaly, ze inaktywacja promotora transkryptu
antysensowego, prowadzi do wzrostu ekspresji mRNA biatka C oraz, co ciekawe,
stabilizacji transkryptu mRNA genu restryktazy. Analizujgc sekwencje badanego
systemu Doktorantka odkryla, ze w obrebie sekwencji mRNA biatka C znajduje sie
region komplementarny do sekwencji antysensowej wzgledem regionu liderowego
mRNA restryktazy. Z zastosowaniem dokladnej analizy ekspresji poszczegdlnych genow
zaleznie od mutacji poszczegdlnych elementow regulatorowych Doktorantka
zaproponowala przekonujagcy mechanizm kontroli systemu restrykcji-modyfikacji
Csp2311, w ktorym mRNA biatka C poza funkcja w translacji spetnia tez role czasteczki
regulatorowej, ktéra wigzac si¢ z RNA antysensowym wzgledem sekwencji liderowej
mRNA restryktazy ogranicza represje tego ostatniego mRNA.

Z pytan, o ktérych wyjasnienie prositbym Doktorantke podczas obrony
pierwszym jest pytanie, jaka byla przyczyna wybrania wiasnie systemu Csp2311 z
bakterii Citrobacter do badan? Drzewo filogenetyczne biatek C na rysunku 14 pokazuje
bardzo liczna rodzing tych bialek, dlatego ciekawe jest co spowodowato podjecie analizy
tego systemu sposrod wielu innych.

Drugie pytanie dotyczy mutantow biatka C, ktore nie oddziatujg z DNA. Czy
wprowadzenie mniej rozleglych mutacji, np. tylko Q17A lub R34A mogloby lepiej
postuzy¢ do rozrdznienia obu regionow? Zapewne oczekiwalibysmy mniejszy udziat
sekwencji SEQ w wiagzaniu DNA, niz sekwencji ARQ? Z ta samg kwestig zwigzane jest

pytanie, czy znany jest sposob potwierdzenia aktywnosci tych biatek? Na przyktad czy
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dimeryzacja jest konieczna dla dziatania tych bialtek? Jesli tak, to brak dimeryzacji
mutantow moze sugerowac, ze przyczyna ich nie wigzania si¢ do DNA moze by¢ raczej
wigksza zmiana konformacyjna, a nie tylko brak mozliwosci utworzenia oddzialywan
pomiedzy resztami aminokwasowymi w tych sekwencjach a DNA.

Z drobiazgéw stylistycznych w pracy, powszechnie przyjety termin to RNA
Lantysensowy”, a nie ,,antysensowny”’, oraz konce kwaséw nukleinowych powinno si¢
oznacza¢ symbolem prim, a nie apostrofem.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Monika Rezulak zawiera bardzo
interesujgce wyniki dotyczace nowego mechanizmu regulacji systemu restrykcji-
modyfikacji, w ktorym znaczacag role odgrywajg oddzialywania pomiedzy
komplementarnymi regionami mRNA biatka regulatorowego oraz dwéch antysensowych
RNA. Doktorantka konsekwentnie prowadzi czytelnika przez kolejne etapy procesu
badawczego, w ktorym otrzymane wyniki stuza do postawienia nowych interesujacych
pytan. Z rozprawy wynika, ze w swojej pracy Doktorantka nie probowata narzuci¢ sobie
celu do udowodnienia, lecz raczej podgzata za odkryciami, co pozwolito Jej zachowaé
otwartg glowe dla dostrzegania i doceniania niespodziewanych odkry¢. Jest to oczywiscie
najlepszy sposob prowadzenia badan naukowych, a poza tym przeklada si¢ na bardzo
interesujgco, klarownie i logicznie napisana rozprawe doktorskg. Warto podkresli¢, ze
czes$¢ wynikow pracy zostata opublikowana w bardzo dobrym czasopismie Nucleic Acids
Research w publikacji, w ktorej Doktorantka jest pierwsza autorka.

Przedstawiona mi do oceny praca Pani mgr Moniki Rezulak spelnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do
Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie Pani mgr Monice Rezulak
stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biologia. Ponadto, ze wzgledu na
bardzo wysokg warto$¢ naukowa wynikow pracy wnioskuje o wyrdznienie rozprawy

doktorskie;j.
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