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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Macieja Dylewskiego pt. ,Rola

matego RNA - GralL w regulacji ekspresji genow Escherichia coli”.

Praca doktorska Pana mgr. Macieja Dylewskiego zostata wykonana w Katedrze Genetyki
Molekularnej Bakterii Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdarnskiego pod kierunkiem dr hab. Katarzyny
Potrykus, prof. UG. Rozprawa dotyczy badar nad udziatem matego RNA (sRNA) — Gral w regulacji
ekspresji gendw i jest kontynuacjg interesujacych badan dotyczacych ekspresji genu greA,
kodujacego czynnik transkrypcyjny u Escherichia coli, opublikowanych w 2010 roku w prestizowym
czasopismie Nucleic Acids Research. Duza cze$¢ wynikéw przedstawionych w niniejszej rozprawie
zostata z kolei opublikowana w 2018 roku w Acta Biochimica Polonica, w artykule ktérego pierwszym

autorem jest Pan Maciej Dylewski.

Ekspresja gendw oraz regulacja tego procesu jest kluczowa dla wzrostu organizméw Zywych i
mozliwoéci ich reakcji na sygnaty ze srodowiska, co w konsekwencji pozwala na skuteczng propagacje
ich materiatu genetycznego. Wérdd czynnikéw kontrolujgcych te procesy sg réznego rodzaju biatka
regulatorowe oraz drobne czasteczki jak c-AMP. Stosunkowo niedawno do regulatoréw ekspres;ji
gendw zaczeto zaliczaé czasteczki RNA, ktére w przypadku bakterii nazywane sa sRNA. Sg to
jednoniciowe RNA o stosunkowo szerokim zakresie dtugosci od kilkudziesieciu do kilkuset
nukleotydéw, zwykle nie ulegajace translacji do biatek. Regulacyjne mechanizmy dziatania SRNA sg
réznorakie, jednak mozna podzieli¢ je na dwa typy: in trans, gdy dziataja w fizycznym oddaleniu od
miejsca swojej lokalizacji genomowej i czesto zalezne sg od innych dodatkowych czynnikéw (np.
biatek regulatorowych), oraz in cis, gdy oddziatujg bezposrednio z transkryptem z ktérego sie
wywodza. Pomimo, ze niektére sRNA wykazujg ewolucyjng konserwatywnosé to jednak ich
réznorodnoséé i brak fatwo identyfikowalnych cech wspdlnych utrudnia ich bioinformatyczne
przewidywanie oraz wykazywanie roli regulacyjnej i ewentualnych celéw molekularnych. Wymusza to
konieczno$¢ czesto zmudnej eksperymentalnej weryfikacji zaktadanych cech, a ze wzgledu na
réznorodno$é i wielostopniowos¢ potencjalnych mechanizméw regulacyjnych utrudnia jednoznaczne

wykazanie roli w regulacji ekspresji genéw. Z drugiej strony otwiera to pole do szerokiej gamy




eksperymentdw i nowych odkryé w tej dziedzinie. Praca doktorska Pana Macieja Dylewskiego wpisuje
sie w ten niezbadany ciggle temat regulacji ekspresji genédw za pomoca sRNA. Punktem wyjscia jest tu
odkrycie sSRNA (nazwanego Gral) bedacego efektem przedwczesnej terminacji transkrypcji genu
greA, kodujgcego czynnik transkrypcyjny. Nadekspresja Gral wptywa na transkryptom w fazie
logarytmicznej oraz daje przewage wzrostowg nad komdrkami typu dzikiego w eksperymentach typu
wzrostu kompetycyjnego. Zasadnym zatem wydaje sie by¢ postawienie hipotezy, ze Gral ma role w

regulacji ekspresji genéw u E. coli.

Liczaca wraz z dodatkami ponad 130 stron praca doktorska ma uktad klasyczny, sktadajacy sie z
streszczen w jezyku polskim i angielskim, wstepu, celu pracy, opisu materiatéw i metod, wynikéw
oraz dyskusji. Prace koriczy spis literatury zawierajacy 177 pozycji oraz wspomniany suplement, w

ktérym zamieszczono sekwencje nukleotydowe zwigzane z prezentowanymi materiatami i wynikami.

We wstepie Doktorant definiuje czym sg sRNA oraz podaje drogi ich ewolucji i pochodzenia podajac
jednoczesnie stosowne przyktady. W dalszej cze$ci omawia sRNA dziatajace in cis i in trans oraz role
biatka Hfq w tych oddziatywaniach. Nastepnie skupia sie na przedstawieniu Gral, ktdry jest SRNA
kodowanym w rejonie liderowym genu greA i znajduje sie pod kontrolg dwéch zachodzacych na
siebie promotoréw kontrolowanych z kolei przez czynniki 670 (P1) i oE (P2). Podano tu takze
prawdopodobne cele molekularne Gral zidentyfikowane za pomocg programu sTarPicker (tabela 1),
ktore nastepnie weryfikowano doswiadczalnie w dalszej czesci pracy. Koricowa czeé¢ wstepu dotyczy
biatka GreA, gdzie przedstawiono jego budowe oraz role w procesie transkrypcji. Przedstawiono
ponadto podstawowe informacje na temat transkrypcji. Ta cze$¢ pracy jest spdjna i zawiera szereg
istotnych informacji dotyczacych sRNA w tym samego Gral oraz biatka GreA, ktdre s
wprowadzeniem teoretycznym do argumentacji zastosowanych podejé¢ badawczych w dalszej czgsci
pracy. Co istotne rozdziat ten zostat przygotowany w oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe co
wskazuje na bardzo dobre teoretyczne przygotowanie Doktoranta do tematyki bedacej przedmiotem
badan prezentowanych w dalszej czesci pracy. Nalezy podkresli¢ umiejetnosé syntetycznego
zilustrowania podawanych informacji na panelowych rysunkach 1, 2 i 5. Natomiast zastanawiajgca
jest dysproporcja wielkosci biatka Hfq i RNA na rysunkach 3 i 4 oraz konwencja przedstawienia
struktury biatka GreA na rysunku 8, ktéra przypomina litere P podczas gdy w tekscie ksztatt ten

opisywany jest jako podobny do litery L.

Cel i zakres pracy jest naturalng konsekwencjg wynikéw wstepnych wskazujacych na mozliwa role
Gral w regulacji ekspresji gendw. Natomiast szeroki zakres planowanych eksperymentow jest
pochodng ztozono$ci mechanizméw regulacji ekspresji genéw i wptywie dodatkowych czynnikéw jak

na przyktad biatek Hfg, CRP czy Nus.
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Rozdziat ,Materiaty i Metody” (24 strony) jest obszerny. Jego rozmiary nie wynikajg jednak ze
zbednej rozwlektosci opiséw ale z imponujgcej ilosci wytworzonych materiatow (prawie dwiescie
rekombinowanych szczepéw bakterii oraz dwudziestu konstruktéw plazmidowych) oraz szerokiego
wachlarza metod zastosowanych w niniejszej pracy. Swiadczy to o kompleksowym podejéciu
Doktoranta do badan i umiejetnosci zastosowania wielu technik, w tym zaawansowanych metod
biologii molekularnej. W ogromnej wiekszosci opis metod jest precyzyjny i wystarczajgco
wyczerpujacy. Znajdujg sie tu tez pewne uchybienia czy skréty, ktére maja wptyw na odczytywanie
uzyskanych wynikow. W szczegélnosci opis badania aktywnosci B-galaktozydazy nie pozwala
zorientowad sie czy za kazdym razem pobierano taka samg ilo$¢ biomasy (wedtug mnie nie), a to ma
kluczowe znaczenie gdy wyniki prezentowane sg w formie aktywnosci a nie aktywnosci specyficzne;j.
Przy podawaniu sktadu mieszanin PCR nie podano stezenia (ewentualnie ilosci) matrycy uzywanej do
reakcji (tabele 10, 13, 20). Niefortunne jest tez sformutowanie reakcja PCR w przypadku konstrukcji
plazmiddéw nadprodukujgcych sRNA (punkt 4.2.7.3) oraz transkrypcji in vitro (punkt 4.2.9). Nie
znalaztem tez sekwencji startera KPr83 uzywanego w reakcji RATE-PCR. Uzyteczne w mojej opinii byto

by przedstawienie tabeli z nazwami i koordynatami genomowymi gendw, ktdrych ekspresje badano.

Rozdziat ,, Wyniki” podzielony jest na trzy czesci (5.1 Poszukiwania molekularnych celéw Gral, 5.2
Autoregulacja ekspresji genu greA przez biatko GreA, oraz 5.3 Dodatkowe czynniki wptywajace na
regulacje ekspresji genu greA). W czesci pierwszej przedstawiono wyniki badania wptywu
nadprodukcji Gral na ekspresje 13 gendw (zidentyfikowanych jako mozliwe cele molekularne w
oparciu o analizy za pomoca programu sTarPicker) zfuzjowanych z genem reporterowym 8-
gakatozydazy. Szczepy E. coli z delecjq lacZ oraz dodatkowo z delecjq relA i spoT (niezbednych do
produkgcji alarmonu ppGpp, tetra fosforanu guanozyny) transformowano plazmidami (pochodne
pRS414) kodujacymi fuzje translacyjne rejonéw genéw prawdopodobnie oddziatujgcym z Gral oraz
plazmidem pod kontrolg indukowalnego za pomoca IPTG promotora pozwalajagcym na nadekspresje
Gral lub przetasowanej wersji Gral (Scr, scrambled), odpowiednio pGral lub pScr. Pomiary poziomu
ekspresji przeprowadzono za pomocg badania aktywnosci B-galaktozydazy w lizatach bakteryjnych z
logarytmicznej i stacjonarnej fazy wzrostu. Doktorant zauwaza tu szereg bardziej lub mniej
znaczacych rdéznic w ekspresji gendw fuzyjnych bedacych wynikiem nadprodukcji sSRNA, z ktérych do
dalszych szczegétowych analiz wybiera fuzje gadB-lacZ, rpoS-lacZ i nudE-lacZ. Ta cze$é planowania
eksperymentu, uzyskane wynikéw oraz ich interpretacja budzi jednak szereg watpliwosci. Prosze
Doktoranta o szczegétowe ustosunkowanie sie do nich. Po pierwsze dlaczego hodowle bakteryjne
prowadzono w 30°C, podczas gdy ewentualng regulatorows role Gral we wczesniejszych badaniach
(Potrykus i wsp., 2010) obserwowano w 37°C (mikroarray’e) oraz 32°C (wzrost kompetycyjny)? Po

drugie, brakuje kontroli dla dziatania samego IPTG jako induktora nadekspresji SRNA (pWektor+IPTG).



Alternatywnie, jesli pScr przyjmiemy jako kontrole to wyniki dla pWektor sg zbedne. Préby pobierano
w takich samych punktach czasowych. Jednak przy réznej szybkosci wzrostu (inne OD w danym
czasie) dla niektérych szczepéw transformowanych pGral i pScr (oraz obecnoici IPTG), moze to
fatszowa¢ wyniki pomiaru aktywnosci z dwéch powoddw. Po pierwsze réina ilos¢ biomasy, a co za
tym idzie rézna iloé¢ B-galaktozydazy w prébce nawet przy tym samym poziomie ekspresji w danych
warunkach. Po drugie, ekspresja zfuzjowanego genu moze zaleze¢ od gestosci hodowli (efekt
quorum-sensing), co moze rzutowac na mierzong aktywnos¢. Ponadto, aktywno$¢ mierzona w
jednostkach wiasnych najprawdopodobniej nie uwzglednia réznic w ilosci pobieranego materiatu
(biomasy) w poszczegdlnych krokach czasowych. Zatem wydaje sie, ze bedzie pozornie rosta nawet w
przypadku braku wzrostu ekspresji gendw reporterowych. Poréwnywalnym parametrem bedzie tu
raczej aktywnosé specyficzna, ktdra jest ilorazem aktywnosci w jednostkach wiasnych i OD hodowli,
ktéry jest parametrem proporcjonalnym do biomasy. Jak wygladatyby wyniki przedstawione na
wykresach 10 i 11 gdyby przedstawic je jako aktywnos¢ specyficzna od czasu hodowli? W koricu,
przedstawiono tu wyniki dla jednego eksperymentu bez powtdrzenia, co w przypadku niewielkich
réznic uniemozliwia wyciggniecie wiarygodnych wnioskéw co do wptywu Gral na ekspresje badanych
genéw. Co ciekawe, Doktorant jest duzo ostrozniejszy w wyciaganiu wnioskéw o regulatorowej roli
Gral w przypadku pracy opublikowanej w Acta Biochimca Polonica niz w niniejszej rozprawie
doktorskiej, a przeciez konkluzje oparte sg o te same wyniki doswiadczalne. Rzeczywiscie, wydaje sie,
ze spoéréd badanych, ewentualna regulatorowa aktywnos¢ Gral dotyczy jedynie genu nudE (w wersji
wielokopijnej) i to w szczepie ppGpp° (aczkolwiek dane zaprezentowane na rysunku 12 E s
nieczytelne dla Iogarytmiczhej fazy wzrostu). Aby to zweryfikowac Doktorant przeprowadza
dodatkowe eksperymenty, ktére choé wykonane bez powtérzen, konsekwentnie i spéjnie wskazujg,
7e raczej greA, w trakcie ekspresji ktérego powstaje Gral niz Gral samo w sobie jest odpowiedzialny

wplyw na ekspresje nudE.

W drugiej czeéci wynikdw zaprezentowano efekty badania wptywu nadprodukcji biatka GreA oraz
Gral na poziom ekspresji genu greA. Zastosowano tu fuzje reporterowe rejonu promotora oraz
sekwencji liderowej greA z genem lacZ. Poprzez nadprodukcje GreA z konsktruktu pod promotorem
indukowanym IPTG wykazano autoregulacje przez biatko GreA wskazujgc jednoczesnie, ze sekwencja
Gral (na poziomie DNA) jest niezbedna i wystarczajgca do utrzymania tej autoregulacji, natomiast
sekwencja rejonu promotora nie ma tutaj znaczenia. Ponadto, podobne wyniki zaobserwowano
pomimo delecji hfg. Dodatkowych wynikéw dostarczyto tu badanie (za pomocg Northern blot)
poziomu GraL w zaleznosci od fazy wzrostu bakterii i obecnosci genu greA. Wykazano, ze biatko GreA
jest niezbedne do prawidtowej syntezy Gral i moze by¢ dostarczone in trans. Co istotne badania te

zostaly przeprowadzone w powtdrzeniach a wyniki zaprezentowane jako Srednia z zaznaczeniem



stupkdéw bteddw (rysunki 25 i 26). Ostatnia porcja wynikdw w tej czesci odnosi sie do badania wptywu
terminatora transkrypcji GralL oraz samej sekwencji tego sRNA na autoregulacje genu greA. Stosujac
fuzje reporterowe z lacZ sekwencji natywnej Gral oraz wersji ,,przetasowanej” wykazano, ze zaréwno
sekwencja terminatora jak i GraL maja wptyw na wspomniang autoregulacje. Przy czym efekt ten jest
widoczny najwyrazniej w logarytmicznej fazie wzrostu. Wyniki otrzymane w tej czesci pracy sg spdjne
i jednoznaczne, pomimo podobnych uchybien dotyczacych pomiaréw aktywnosci B-galaktozydazy,
ktére sygnalizowano dla wynikow z pierwszej czesci. Nalezy tez podkresli¢, ze w mojej opinii, wnioski
dotyczace roli Gral na autoregulacje genu greA dotycza sekwencji Gral na poziomie DNA a nie RNA,
zatem regulacyjna rola Gral nie wynika tu z fizycznej obecnosci tej czasteczki jako SRNA. Chetnie

ustyszatbym opinie Doktoranta na ten temat.

Ostatnia cze$é rozdziatu ,,Wyniki” przedstawia rezultaty badan nad wptywem dodatkowych
czynnikdw na regulacje ekspresji genu greA. Badania te rozszerzaja i uzupetniajg dotychczas uzyskane
wyniki i sg probg odpowiedzi na pytanie o mechanizm autoregulacji greA. W zastosowanym ukfadzie
eksperymentalnym nie zaobserwowano wptywu nadprodukcji biatek Nus na terminacje w rejonie
liderowym greA. Wydaje sie tez, ze biatko CRP nie ma bezposredniego wptywu poprzez sekwencje
liderowa greA a raczej oddziatuje z promotorem. Ponadto spowolniony wzrost szczepow z delecja crp
moze generowac fatszywie pozytywny wynik z powoddw wspomnianej nieréwnej ilosci biomasy
uzytej to pomiaréw aktywnosci B-galaktozydazy. W kolejnym eksperymencie Doktorant bada wptyw
alternatywnej podjednostki oE (RpoE) na ekspresje réznych wariantéw greA-lacZ, i w oparciu o
wyniki sugeruje, ze nadprodukcja Zle sfatdowanego peptydu YYF (aktywujacego poprzez wywotany
stres bfonowy oE) moze wptywaé na promotor P2 genu greA. Szkoda ze nie przeprowadzono tutaj
analizy statystycznej w oparciu o wyliczone $rednie aktywnoéci specyficzne aby wzmocnié (lub
ewentualnie odrzucié¢) powyzsze sugestie. Zwracam tez uwage, ze Doktorant pozwolit sobie na
niepoprawny opis wynikdw zilustrowanych na rysunku 32D (cyt. ,, zaobserwowano niewielki wzrost
aktywnosci B-galaktozydazy w szczepie niosgcym pBAI66, po dodaniu IPTG (przy OD600 ~2, 600 j.a.
kontra 500 j.a. w szczepie z hodowli bez IPTG)”) w oparciu nieuprawniong w moim przekonaniu
ekstrapolacje. Ostatnia cze$¢ przedstawia wyniki przeprowadzonego na szeroka skale poszukiwania
czynnikdw regulujgcych ekspresje genu greA wykonang z zastosowaniem losowych bibliotek
transpozonowych. Do tworzenia bibliotek uzyto szczepdéw E. coli z dwa wariantami greA-lacZ co
pozwolito na rozréznienie, ktére z identyfikowanych genéw maja wptyw na promotor genu greA a
ktére na jego sekwencje liderowa (zawierajacg sekwencje Gral). W wyniku przeszukiwania ponad
4000 kolonii (ktdre stanowity tylko niewielkg czes¢ biblioteki) udato sie zidentyfikowa¢ kilkanascie
gendw, ktdrych uszkodzenie powoduje zmiany ekspresji B-galaktozydazy, co nastepnie zostato

omowione doktadniej w Dyskusji.
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Rozdziat , Dyskuja” réwniez podzielony jest na trzy czesci odpowiadajace gtéwnym podrozdziatom
,Wynikéw”. Doktorant rozwija tu interpretacje otrzymanych wynikéw odnoszac je do istniejacej
wiedzy w tym temacie oraz wyjasnia przyczyny niektérych negatywnych lub bezkonluzywnych
wynikow. Zwraca uwage na ztozono$¢ i wielopoziomowos¢ mechanizméw regulujgcych ekspresje
genéw. Do warte podkreélenia w kilku miejscach wskazuje réwniez kierunki dalszych badar co
$wiadczy 0 mocnym zaangazowaniu w tematyke badan, dogtebnym przemyséleniu wynikéw a w
konsekwencji o dojrzatoéci naukowej Doktoranta. W tej czgéci pracy skomentowano réwniez wyniki
uzyskane z wykorzystaniem losowych bibliotek transpozonowych. Zaskakujace dla mnie jest
zaskoczenie Doktoranta, ze otrzymat spdjne pokrywajace sie wyniki (cyt. ,Co zaskakujace, pomimo ze
przeprowadzono dwa niezaleine badania w szczepach zawierajgcych dwie rézne fuzje, wiele genéw
spetniajacych podobne funkcje zostato zidentyfikowane w obu szczepach”), wszak zastosowane fuzje
byty zazebiajace sie a nie zupetnie odmienne (por. Rys 20 B i D). Ciekaw tez jestem opinii Doktoranta
na temat wplywu uszkodzenia genéw przez transpozon na utrate mozliwosci transkrypcji
zlokalizowanych w poblizu sRNA jako efektu wyjasniajacego zaangazowanie uszkodzonych genéw w
regulacje ekspresji greA, kodujgcego czynnik transkrypcyjny. Cho¢ praca dotyczy tej tematyki ten

aspekt zostat w tej czesci dyskusji pominiety.

Pod wzgledem jezykowym i edytorskim praca jest poprawna. Rysunki i tabele sg czytelne i dobrze
opisane, maja tez swoje odnosniki w tekscie. Z obowigzku recenzenta wymieniam kilka niefortunnych
sformutowan wynikajacych gtéwnie z thumaczenia z jezyka angielskiego, np. dysrupcja struktury
drugorzedowej (str.25), postéj polimerazy RNA moze spowodowac cofanie sie polimerazy...(str.30),
bakterie odmtadzano (str.51), hodowle bakteryjne hodowano...(str. 52), system utylizacji glicyny
(str.108), fitness komdrek (str. 109), wiele gendw represjonowanych przez..., gdzie wydelegowano fur

(str. 113).

Pomimo pewnych uwag krytycznych dotyczacych w szczegdInosci pierwszej czeéci zaprezentowanych
wynikéw i ich interpretacji w niniejszej pracy uwazam, ze jako catos¢ praca jest poprawnym
opracowaniem bardzo ciekawego zagadnienia naukowego dotyczacego regulacji ekspresji genow
przez sRNA. Podczas badar Doktorant postugiwat sie wieloma zaawansowanymi technikami z
dziedziny biologii molekularnej i stworzyt znaczaca ilo$¢ materiatéw ktére moga by¢ wykorzystane do
dalszych badan. Uzyskane wyniki sg oryginalne i wnosza nowe informacje dotyczace roli GraL w
ekspresje gendéw oraz mechanizméw i czynnikdéw wptywajgcych na regulacje ekspresji genu greA.
Uwazam, ze przedtozona do recenzji praca spetnia wymagania stawiane w stosownych przepisach
prawa (art. 16 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z péZniejszymi zmianami)), dlatego wnosze

o



do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdarskiego o dopuszczenie Pana mgr Macieja Dylewskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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