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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Wilkowskiej zatytulowanej ,,Wplyw poziomu
ekspresji systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego EcoRI na efektywno$¢ restrykeji inwazyjnego
DNA”’, wykonanej w Katedrze Mikrobiologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab.
Mariana Segktasa profesora UG od wielu lat specjalizujacego si¢ w badaniach molekularnych
dotyczacych réznych aspektéw funkcjonowania, specyficznosci, ewolucji i dystrybucji bakteryjnych
systemoOw restrykcyjno- modyfikacyjnych.

Bakteryjne systemy restrykcyjno-modyfikacyjne od dziesigcioleci intryguja naukowcow. Zjawisko
restrykcji po raz pierwszy opisano w latach 50-tych, kiedy zaobserwowano, ze wyhodowany na
jednym szczepie bakteriofag nie zawsze zdolny jest infekowaé inne szczepy tego samego gatunku
bakterii. Wyjasnienie tego procesu i opisanie enzyméw, endonukleazy oraz zwigzanej z nig
metylotransferazy uruchomito cata kaskade interesujagcych eksperymentéw i zwigzanych z nimi
odkry¢. Opisano nowe specyficznosci tej grupy enzyméw, rozpowszechnienie w naturze oraz ich
znaczenie w kontroli nad procesami horyzontalnego transferu genéw czy stabilnosci genoméw
organizméw prokariotycznych. Bakteriofagi wydaja sig by¢ nieodlacznym elementem tego ztozonego
uktadu. Systemy restrykcji i modyfikacji mimo znaczacej bioréznorodnosci cechujacej sig réznicami
w charakterystyce rozpoznawanych sekwencji, charakterystyce miejsca cigcia nici DNA, przebiegu
reakcji ciecia czy modyfikacji DNA, réznorodnosci mechanizméw kontrolujacych ekspresje tych
biatek pelnig, jednakze stabilng funkcje. Endonukleaza rozpoznaje specyficzne motywy nukleotydow
na nici DNA i przecina w ich obrebie lub poza nimi. Metylotransferaza niejako shuzy do
wyznakowania specyficznie DNA genomowego gospodarza. Enzym ten modyfikuje rozpoznawane
przez endonukleaze sekwencje poprzez dotgczenie grupy metylowej do okreslonych nukleotydow co
sprawia, ze w efekcie genom gospodarza jest chroniony przed restrykcja. Endonukleazy restrykcyjne
wprowadzone na rynek jako jedne z pierwszych produktéw nowoczesnej biotechnologii staty si¢
nieodigcznym narzedziem badawczym znaczaco wptywajac na postep wielu kierunkéw badan, bez ich
powszechnej dostgpnosei recenzowana praca nie miataby szansy powodzenia.

Autorka przedtozonej do oceny rozprawy podjeta si¢ interesujacego wyzwania majacego na celu
wyjasnienie, nie badanego dotad zagadnienia, jaki wplyw maja zmiany poziomu ekspresji i biosyntezy
bialek endonukleazy restrykcyjnej i metylotransferazy, na efektywna ochrong komérki przed DNA
zewnatrzkomérkowym oraz ochrong integralnosci genomu a takze na stabilne utrzymanie si¢ systemu
R-M w komorce bakteryjnej. Planowane do$wiadczenia mialy réwniez prowadzi¢ do okreslenia
optymalnej dla funkcjonowania komoérki relacji pomiedzy poziomami biosyntezy obydwu enzymow.

Badania doktorantki objely zastugujacy na uznanie bardzo szeroki zakres eksperymentéw, z ktérych
wyniki doprowadzity do interesujacych konkluzji koficowych.
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Modelowym systemem R-M wybranym do tego projektu byl EcoR1 pochodzacy z Escherichia coli i
rozpoznajacy sze$cionukleotydowa sekwencj¢ palindromicznag G*AATTC. Oryginalnie wyizolowany
system umiejscowiony byl na plazmidzie pMBI, spokrewnionym z plazmidami grupy ColEl.
Wystgpowanie systemu R-M naturalnie zlokalizowanego na plazmidzie nie jest zjawiskiem
powszechnym w $wiecie mikroorganizméw, znaczaca wigkszo$¢ tego typu enzymoéw wystepuje na
chromosomie. Ale plazmidowa lokalizacja daje bardzo wygodny model badawczy pozwalajacy na
wielowariantowe analizy.

W oparciu o ten modelowy system doktorantka postawila za cel wyjasnienie mechanizméw kilku
procesow,

+  Okreslenie wplywu bakteriofagowych elementéw genetycznych na efektywnos¢ restrykeji
fagowego DNA.

+ Zbadanie wplywu obecnoéci systemu rekombinacji miejscowo specyficznej Xer/cer na
ekspresj¢ gendéw systemu R-M.

* Przeprowadzenie mutagenezy prowadzacej do wymiany konserwatywnych elementow
gléwnego promotora systemu EroRI Pr w celu zbadania potencjalu tego promotora na
efektywno$¢ ekspresji genéw R-M.

*  Okreélenie wptywu na ekspresje dodatkowych sygnalow transkrypcyjnych spoza operonu R-
M.

* Badania indukcji odpowiedzi SOS na skutek zmian poziomu ekspresji endonukleazy i
metylotransferazy.

Podjete badania sa pracochtonne wymagaja dobrze opanowanego warsztatu inzynierii genetycznej i
bieglosci w pracy z bakteriami i izolowanymi z nich bialkami co zastuguje na szczegélne
podkreslenie. Charakter podjetych badan mozna uznaé za nowatorski, poniewaz dotychczas opisane
prace nad regulacja ekspresji systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych skupialy si¢ na mechanizmach
tworzonych przez elementy genetyczne pochodzace z danego systemu R-M, bez uwzglednienia
mozliwosci oddzialywania sygnaléw transkrypcyjnych i aktywnosci z otoczenia systemu-M.
Doktorantka wypracowala tez cala pule ukladéw badawczych, ktore moga inspirowaé do dalszych
eksperymentow,

Rozprawa liczy 170 stron i ma typowy uklad dla publikacji naukowych podzielonych na wstep,
materialy i metody, wyniki, dyskusje, wykaz wykorzystanej literatury oraz suplement. Wstgp pracy
zilustrowano a czeéé¢ eksperymentalng udokumentowano tacznie 47 rycinami i 8 tabelami.

Wstep obejmuje 33 strony i zostal podzielony na 7 rozdzialéw. Pierwszy obejmuje omowienie
systemow restrykcji i modyfikacji jako elementu opornosci komorki na inwazyjne DNA na tle innych
systeméw ochrony stabilno$ci genomu bakteryjnego takich jak, systemy abortywnej infekcji, systemy
CRISPR/CAS, glikozylacji restrykcyjnej czy maskowania receptoréw fagowych na powierzchni
komérki. Brakuje mi w tym miejscu jeszcze jednego bardzo ciekawego systemu obrony komorek
przed bakteriofagami opartego o pecherzyki zewnatrzblonowe wydzielane przez komorki bakteryjne
do $rodowiska. Prositbym w tym miejscu autork¢ o komentarz czy ten pominigty mechanizm moze
mieé znaczenie dla interpretacji niektorych wynikéw jej badan?

Kolejny rozdzial omawia mechanizmy antyrestrykcyjne jakie wyewoluowaly na skutek interakcji
bakteriofagéw z bakteriami posiadajacymi systemy R-M. W dalszych czgsciach autorka omawia
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funkcje systeméw R-M jakie pelniag w komérce, wspélczesne zasady klasyfikacji tej grupy bialek. W
kolejnym rozdziale omawia kluczowe z punktu widzenia pracy mechanizmy regulacji ekspresji
systeméw RM nastgpnie koncentruje sie¢ na zreferowaniu aktualnego stanu wiedzy na temat
modelowego dla jej badan systemu R-M EcoRI i organizacji jego determinant genetycznych a na
koniec poswigca uwage systemowi rekombinacji miejscowo specyficznej Xer/cer, ktory jest
zlokalizowany w rejonie promotorowym naturalnego systemu R-M EcoRI i moze mie¢ znaczenie dla
planowanych eksperymentow.

Kolejne rozdzialy Materialy i Metody obejmujg wykaz wykorzystanych szczepéw bakteryjnych,
bakteriofagdbw oraz plazmidéw, enzymoéw, antybiotykéw, oligonukleotydoéw potrzebnych do
przeprowadzenia zaplanowanych do§wiadczen. Metodyka zostala opracowana szczegétowo. autorka
na potrzeby badan, dla odzwierciedlenia réznych ukladéw genetycznych, skonstruowala i
wykorzystata 30 plazmidéw. Opisana metodyka $wiadczy réwniez o korzystaniu z wielu réznych
technik biologii molekularnej i inzynierii genetycznej pozwalajacych na weryfikacj¢ obserwowanych
wynikow i wiarygodng dokumentacj¢ dowoddw potwierdzajacych obserwowane zjawiska.

Wyniki badan zostaly przedstawione w sposéb bardzo szczegdlowy dobrze dokumentowany wysokiej
jakoscei ilustracjami z kolejnych eksperymentow.

W pierwszym podjetym zadaniu majacym na celu okreélenie wplywu bakteriofagowych elementow
genetycznych na efektywnos¢ restrykeji fagowego DNA Doktorantka wykorzystala dwa konstrukty
plazmidowe, pACY Ceco zapewniajacy wysoka efektywnos¢ restrykeji oraz pIM-RM generujacy niski
poziom restrykcji mimo, iz w obu przypadkach sekwencje genéw byly identyczne. Jedng z réznic bylo
usytuowanie systemu R-M wzgledem genu acetylotransferazy chloramfenikolowej cat, roznicg
stanowila tez obecno$é badz brak promotora Pyl i sekwencji antyterminatorowej nutL pochodzacych
od bakteriofaga Lambda. Ta czeéé eksperymentow wykazala, ze elementy genetyczne w otoczeniu
systemu R-M moga mieé¢ znaczenie w regulacji ekspresji, jak obecno$¢ promotora acetylotransferazy
chloramfenikolowej, ktérego usunigcie podwyzsza wydajnos¢ restrykeji, co wigcej wstawie silnego
promotroa arabinozowego przed operonem EcoRI prowadzilo do stopniowego obnizania efektywnosci
restrykcji bakteriofaga Lambda stosownie do wzrastajacego stezenia induktora. Natomiast dodatkowe
elementy genetyczne szczatkowy promotor Pp1 i sekwencja antyterminatorowa nutL maja niewielki
wplyw na ekspresj¢ gendw R-M a co za tym idzie wydajnos¢ restrykeji. W kolejnym kroku
Doktorantka udowodnila, ze obecno$é systemu rekombinacji miejscowo specyficznej Xer/cer nie ma
wplywu na regulacje ekspresji operonu R-M EcoRIL

W dalszej cze$ci pracy Autorka skoncentrowala sig na potencjale giéwnego promotora systemu EcoRI
P z kt6rego powstaje bicistronowy mRNA dla obu gendéw endonukleazy i metylotransferazy. Cheac
odpowiedzie¢ na pytanie, ktére elementy promotora sa odpowiedzialne za utrzymanie optymalnego
poziomu ekspresji systemu EcoRI, co jest warunkiem koniecznym do efektywnej restrykcji
inwazyjnego DNA. Do wyjasnienia tego zagadnienia doktorantka wykorzystala mutagenezg
miejscowo specyficzng otrzymujac szereg konstruktow ze zmianami w rejonie promotorowym
wykorzystala 6 réznych konstruktéw. Ta czg$é doswiadczen doprowadzita do konkluzji, ze promotor
Pr jest optymalny i zapewnia wlaéciwg ekspresje systemu EcoRI a kazda ingerencja w postaci
wymiany promotora na inny, usunigcie podjednostki -35 skutkuje drastycznym podwyzszeniem
biosyntezy bialek systemu RM lub tez jej obnizeniem. Podobnie wymiana fragmentu rejonu RBS
przyczynia si¢ do oslabienia restrykcji.
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Wykonane do$§wiadczenia doprowadzily do konstrukeji 13 plazmidéw umozliwiajacych:

wysoka ekspresje systemu EcoRI co skutkowato stabg efektywnoscia restrykeji DNA,
optymalng ekspresje systemu EcoRI pozwalajaca na efektywna restrykcje DNA,

niska ekspresjg¢ systemu EcoRI gdzie restrykcja DNA byla nieskuteczna,

plazmidéw z niewykrywalng ekspresja systemu R-M rowniez skutkujacq brakiem restrykcji
DNA.

Rl all e

Dosy¢ trudnym wyzwaniem z jakim zmierzyla si¢ doktorantka bylo badanie poziomu transkrpcji
operonu R-M EcoRI w réznych ukiadach. Do tego celu wykorzystata fuzj¢ translacyjna z genem
reporterowym /acZ. Trudno$¢ stanowil fakt, ze inaktywacja genu metylotransferazy czyni plazmid
nietransformowalnym i trzeba si¢ positkowaé wprowadzeniem mutacji do genu endonukleazy aby
unieczynni¢ réwniez aktywno$é restrykcyjna - toksyczng dla nie chronionej metylacja komoérki. Do
badania relatywnego poziomu mRNA w badanych ukladach gendéw Autorka poshuzyla si¢ technika
RT-qPCR.

Ta cze$¢ doswiadczen doprowadzita do wniosku, ze poziom ekspresji systemu R-M EcoRI jest
stabilny i niezalezny od fazy wzrostu hodowli bakteryjnej. W plazmidzie pIM-RM o wysokiej
ekspresji R-M, ekspresja endonukleazy odbywa si¢ na 14 krotnie wyzszym poziomie w stosunku do
plazmidu o niskiej ekspresji pACYCeco a w przypadku genu metylotransferazy réznica ta wynosi 10
krotnos¢. Zjawisko to skutkuje 6 krotnie podwyzszonym poziomem biosyntezy biatek R-M w
przypadku plazmidu pIM-RM.

Ostatnia cze$¢ eksperymentéw obejmowala badania wplywu wysokiej i niskiej ekspresji systemu R-M
EcoRI, w tym r6znych pozioméw biosyntezy endonukleazy EcoRI, na zywotno$¢ komoérek i indukcje
odpowiedzi SOS. Obserwacje obejmowaly zmiany morfologii komoérek - filamentacj¢ oraz pomiary
fluorescencji jako wskaznika odpowiedzi komérkowe;j.

Doktorantka wykazala, ze wysoki poziom biosyntezy endonukleazy restrykcyjnej przyczynia si¢ do
autorestrykeji i indukcji odpowiedzi komorkowej SOS obserwowanej jako pojawienie sig¢ filamentéw
komérek i fluorescencje na skutek ekspresji genu reporterowego gfp. Wprowadzenie nadprodukcji
metylotransferazy znosi efekt autorestrykcji DNA uwidoczniony oslabieniem zjawiska filamentacji i
spadkiem poziomu fluorescencji co ciekawe w tym przypadku obserwowano rowniez spadek
efektywnosci restrykcji faga lambda wskutek modyfikacji DNA bakteriofagowego.

Podobne zjawisko obnizenia poziomu ekspresji genow systemu EcoRI a za tym wzrost wydajnodci
restrykcji inwazyjnego DNA doktorantka zaobserwowala dzigki modyfikacji prowadzacej do
obnizenia liczby kopii plazmidu pIM-RM w komorce E. coli.

Nadmierna ekspresja endonukleazy restrykcyjnej zawsze prowadzi do uruchomienia selekcji
eliminujacej obecnosé nadprodukowanego toksycznego dla komorki enzymu.

Tu w konkluzji nasuwa si¢ interesujacy problem warty zbadania i prositbym doktorantke o komentarz

Badania prowadzone w tej pracy imitowaly egzystencj¢ bakterii w okreslonym ukladzie - przewodzie
pokarmowym czlowieka czy zwierzgcia bardzo interesujace byloby zweryfikowanie jak opisane w
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pracy zjawiska przebiegatyby w warunkach egzystencji bakterii w ekosystemie wodnym jak np. rzeka
Wisla do ktérej ostatnio bakterie wydostaly si¢ z systemu oczyszczania $ciekéw i gdzie panujg
zupelnie inne warunki. Czy nizsza temperatura i dodatkowe czynniki stresowe moga mie¢ jakis wplyw
na efektywnos¢ restrykcji?

Jest jeszcze jeden interesujacy aspekt warty przedyskutowania, badany system restrykcyjno-
modyfikacyjny nie nalezy w mojej opinii to tzw. pierwszoliniowych, prawdopodobnie dlatego jest
wygodnym modelem badawczym. Znacznie efektywniejsze w restrykcji sa systemy rozpoznajace
krotsze sekwencje nukleotydowe jak Mbol (sekwencja rozpoznawana GATC) i jego izoschizomery
ich statystyczna czestotliwo$¢ cigcia genomu E.coli jest co 3000 nukleotydow a bakteriofaga lambda
co 400 nukleotydéw (116 miejsc restrykcyjnych wersus EcoRI tylko 5)  jesli poréwnamy
czestotliwo§é wystepowania tych systeméw R-M w naturze to jest niemal dziesigciokrotnie wigksza
na rzecz Mbol i to grupa systemow rozpoznajacych czteronukleotydowe sekwencje stanowi z
pewnoscia pierwsza lini¢ obrony przed obcym DNA w komérce. Prositbym doktorantkg o komentarz.

Dyskusja wynikéw podsumowuje i scala wszystkie watki pracy. Ta czg$¢ pracy zostala
przeprowadzona w tle bogatego zestawu literatury. Zalaczony w rozdziale Literatura wykaz
cytowanych prac obejmuje 224 pozycje dobrze dobrane i aktualne dla tematyki badawcze;.

Odnoszac si¢ do edycyjnej strony pracy napotkalem sporo pomylek literowych i drobne potknigcia
edycyjne badz jezykowe, z obowiazku recenzenta przytaczam klika przykiadéw: str. 11 ,,pgknigcia
DNA, niemogace zostaé naprawione’ chyba lepiej brzmi (ktére nie moga by¢), str. 15 ,,wykryte u
plazmidéw koniugacyjnych’® (w plazmidach), str. 15 ,istnienie wyscigu zbrojefi migdzy
bakteriofagami a bakteriami’> (to niepotrzebna personalizacja ten wyscig to po prostu ewolucja
napedzana presja selekcyjng) str. 36 ,,30 nukleotydowa sekwencja zawiera dwa boxy 11
nukleotydowe’’ (zdecydowanie lepiej okre$li¢ ten element jako motywy), str. 90 ,,poziom restrykeji w
tym przypadku byl ona 6-krotnie nizszy od fenotypu pIM-RM”, str. 113 ,,operon EcoRI
zlokalizowany na plazmidzie pIM-RM kilkukrotnie zapewnia wyzszy poziom produkcji endonukleazy
., str. 116 ,,delecja silnego promotora na slabsze, alternatywne promotory”, str.121 ,hodowla
bakteryjna E. coli ER1992 z kt6rej co 10 min pobierano osady”” (chodzi o komoérki bakterii).
Moja uwagg przykulo powszechne uzycie wyrazu produkcja w odniesieniu do biatek enzymatycznych
wedlug stownika jezyka polskiego produkcja wiaze si¢ z dzialalnoscia przemyslowa czlowieka.

Bardziej pasujacy i opisujacy proces biologiczny bytby wyraz biosynteza.
Uwagi te nie rzutujg na moja pozytywna oceng recenzowanej rozprawy.

Przeprowadzone i opisane do§wiadczenia niewatpliwie wnoszg nowe informacje do ogélnej wiedzy na
temat zlozono$ci mechanizméw wplywajacych na efektywnosé restrykceji przed obcym DNA znaczaco
tez rozbudowuja potencjal modelu badawczego.

Nalezy tez podkresli¢, ze pani mgr Karolina Wilkowska jest pierwszym autorem pracy zawierajacej
wyniki jej badan w czasopiémie DNA Research (dostgp open access od 9 marca 2020) zaliczanym do
pierwszego (najwyz szego) kwartyla tzw. Q1 jesli rozpatrujemy pozycj¢ rankingowg czasopisma, a
wyniki czgstkowe zostaty opublikowane w czasopi§mie Acta Biochomica Polonica Vol. 66, No 1/2019
83-89.
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Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze doktorantka w interesujacy sposéb i wyczerpujaco
przeanalizowala rézne mechanizmy wplywajace na zjawisko restrykcji DNA w komorce na
modelowym systemie R-M EcoRI wyprowadzajac wiasciwe wnioski. Bylo to duze wyzwanie
wymagajace pracochtonnych doswiadczen co zastluguje na szacunek i dostrzezenie. Oczywiscie
badania te mozliwe byly przy wsparciu doswiadczonego mentora, jednoczesnie wida¢ w tej pracy nutg
pasji naukowej i to jest bardzo cenne.

Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny prace doktorska oceniam bardzo wysoko, dysertacja spetnia wymogi
okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 27 wrzesnia 2017 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r., poz. 1789) a dorobek naukowy kandydatki
uzasadnia nadanie jej stopnia doktora nauk biologicznych. Wnosz¢ wigc do rady Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie pani magister Karoliny Wilkowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom naukowy rozprawy
wnioskuj¢ o jej wyrdznienie.
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