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Recenzja pracy doktorskiej
Mgr Aleksandry Wisniewskiej
Molekularny mechanizm krzyzowego dzialania dwoch czynnikéw transkrypeyjnych: biatka C
systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego Csp231I oraz represora RacR defektywnego faga

Escherichia coli

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry Wisniewskiej zostala wykonana
pod kierunkiem dr hab. Iwony Mruk, prof. UG, na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
i przedtozona Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego celem
uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Praca napisana jest w jezyku polskim i ma forme klasycznej zwartej rozprawy.

Rozprawa doktorska liczy 111 stron i ma typowy dla tego typu dysertacji uktad z podziatem
na nastgpujace rozdzialy, Wykaz skrétow, Streszczenia w jezyku polskim i jezyku angielskim, Wstep,
Cel, Materialy, Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i Literatura. W pracy Doktorantka
zamiescita 49 rycin i 7 tabel, 38 rycin przedstawia uzyskane wyniki. Pozostate ryciny umieszczone
sa w rozdziatach Wstep oraz Dyskusja.

Tytut pracy jest skonstruowany poprawnie i odpowiada tresci pracy.

We Wstepie mgr Aleksandra Wisniewska doktadnie opisata bakteryjne czynniki transkrypcyjne
oraz regulacje transkrypcji. Doktorantka przedstawita réwniez krétkg charakterystyke systeméw
restrykcyjno-modyfikacyjnych (RM), uwzgledniajac system RM Csp2311 Citrobacter sp. RFL 231.
System RM Csp2311 zawiera 3 bialka: endonukleaze restrykcyjng, metylotransferaze DNA
oraz regulatorowe biatko C.
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Dotychczas, zespét prof. I. Mruk wykazal m.in. powstawanie wydtuzonych komoérek
Escherichia coli po wprowadzeniu do nich gendéw systemu RM Csp2311.

Celem rozprawy doktorskiej mgr A. Wisniewskiej byto zbadanie molekularnego mechanizmu
odpowiedzialnego za powstawanie zaobserwowanego fenotypu wydtuzonych komérek E. coli
niosgcych geny systemu RM Csp2311. Gléwny cel pracy zostal sformutowany w sposéb
jednoznaczny i zrozumiaty. Cele szczegdtowe dotyczyly poszczegdlnych etapdw pracy.

Dobér oraz celowos$¢ zastosowanych metod nie budzi zastrzezen. Mnogo$¢ opisanych technik
badawczych $wiadczy o dobrym przygotowaniu metodologicznym i biegtosci w technikach z zakresu
biologii molekularnej i mikrobiologii. Metody opisane sa w sposob bardzo dokfadny, co umozliwia
odtworzenie poszczegélnych eksperymentéw. Niemniej jednak, niektére metody rutynowo
stosowane w biologii molekularnej, np. elektroforeza agarozowa DNA, trawienie enzymami
restrykcyjnymi,  przygotowanie Zzelu poliakrylamidowego nie musialy by¢é opisane
ze szczegdtami dotyczacymi, np. wylewania zeli.

Podejscie eksperymentalne, wykorzystane do realizacji zaplanowanych celéw pracy byto
przemyslane. Przebieg prowadzonych badan jest uporzadkowany i oparty o logiczng interpretacje
wynikéw. Wnioskowanie zostato bardzo doktadnie opisane.

Aby zrealizowa¢ postawiony gltéwny cel badan, Doktorantka skupita si¢ na molekularnym
mechanizmie krzyzowego dziatania czynnikéw transkrypcyjnych: biatka C pochodzgcego z systemu
restrykcyjno-modyfikacyjnego Csp2311 Citrobacter sp. oraz z represora RacR bakteriofaga E. coli.

Pierwszy, z opisanych przez Doktorantke, wynikéw dotyczy identyfikacji elementow
genetycznych systemu RM Csp2311 odpowiedzialnych za filamentacje komoérek E. coli.
Mgr A. Widniewska wykazata, ze powstawanie filamentéw komoérkowych jest skorelowane
z obecnos$cig aktywnego bialka C systemu RM Csp2311, a nie z aktywnoscig restrykcyjng tego
systemu. Powstawanie filamentow nie jest takze zalezne od kompleksu RecA, co sugeruje, ze moze
by¢ zwiagzane z innym zjawiskiem niz komoérkowa odpowiedz SOS. Czy zbadano korelacje
z aktywnoscig modyfikujacg tego systemu?

Aby zidentyfikowa¢ geny zaangazowane w proces filamentacji, przeprowadzono globalng
analize transkryptomu komorek E. coli niosacych geny systemu RM Csp2311. Analiza réznicowa
wykazata, ze biatko C bierze udziat w regulacji transkrypcji w regulonie E. coli w obrebie profaga
kryptycznego Rac. Wéréd gendw o zmienionej ekspresji, ekspresja jednego genu, genu racR byta
obnizona. Gen racR, kodujacy prawdopodobnie czynnik transkrypcyjny, poprzedza region

intergenowy oraz operon ydaST.
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Przeprowadzajac wiele szczegétowych analiz, Doktorantka wykazata, ze biatko C wigze sig
do sekwencji C-box w obrgbie swojego promotora oraz do sekwencji racR w rejonie profaga Rac
genomu E. coli K-12 MGI1655. Bialkko C wigze si¢ do tez do innej sekwencji, ktora
to sekwencja jest miejscem wiazania si¢ biatka RacR i represora genow ydad i ydaT. Wigzanie
biatka C skutkuje zakl6ceniem funkcjonowania regulonu RacR powodujac spadek ekspresji genu
racR i w konsekwencji derepresj¢ ydad i ydaT. Uzyskane przez mgr A. Wisniewska wyniki wskazuja,
ze aktywnod¢ bialek YdaS i YdaT prowadzi do powstawania filamentéw komorkowych
1 jest zwigzane prawdopodobnie z zaburzeniem podziatéw komérkowych i segregacji komérek
potomnych. Dodatkowo, Doktorantka wykazata, ze ekspresja biatka C zmniejsza zywotno$é komérek
E. coli MG1655. Podtoze molekularne tego zjawiska nalezy zbada¢ w przysztosci.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka oméwita znaczenie biologiczne uzyskanych do§wiadczen
invitro. Dodatkowo, poréwnujgc region racR-ydaST do regionu genomu bakteriofaga A
odpowiedzialnego za wejsécie faga w cykl lityczny lub lizogenny, Doktorantka wskazata
na potencjalne funkcje bialek YdaS i YdaT.

Bardzo cenny jest réwniez rozdziat Podsumowanie, w ktérym Doktorantka
w skondensowany sposob zaprezentowata swoje najwazniejsze wyniki i osiggnigcia badawcze.

Podsumowujagc, mgr A. Wisniewska wykazata, ze czynniki transkrypcyjne nabyte droga
horyzontalnego transferu genéw moga modulowaé ekspresje genéw gospodarza. Whnikajacy
do komérek ,,0bcy” DNA, jezeli koduje gen regulatora moze zaklécaé sieé regulatorowsg gospodarza.
Ponadto, uzyskane wyniki wskazuja na rolg systeméw restrykeyjno-modyfikacyjnych wykraczajaca
poza funkcje obrong przed ,,obcym” DNA.

Czgs¢ wynikéw zawarta jest w publikacji “Transcriptome analyses of cells carrying the Type
II Csp2311 restriction-modification system reveal cross-talk between two unrelated transcription
factors: C protein and the Rac prophage repressor” opublikowanej w 2019 r w renomowanym
czasopismie Nucleic Acids Research. Pozostata cz¢s¢ wynikéw, zaprezentowana w pracy doktorskiej,
zostanie opublikowana w najblizszym czasie w renomowanych czasopismach naukowych.

Pytania i zagadnienia do dyskusji.
1. W streszczeniu Doktorantka stwierdzita: ,,Nie jest jasne czy te zjawiska sg przypadkowe”. Moje
pytanie brzmi, jezeli nie s3 przypadkowe, to jaka moze by¢ przyczyna zaobserwowanych zmian?
2. Dlaczego uzywane byty rézne stgzenia bialek C i RacR (Metody, pkt. 4.21)?
3. Czy wyniki RNA-Seq byty potwierdzone metodg RT-qPCR?
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4, Czy w eksperymentach dotyczacych zywotnosci komorek badany byt réowniez szczep
z komplementacjg wprowadzonych mutacji?

5. Dlaczego zastosowano szczep E. coli BL21(DE3), a nie ER2566? Ryc. 36 sugeruje, ze wigkszg
nadprodukcje biatka uzyskano w szczepie E. coli ER2566.

6. Do niektorych danych nie przedstawiono analizy statystycznej. Szczegdlnie dotyczy to wynikow

prezentowanych na Ryc. 17, 26, 29 oraz ryciny przedstawionej na str. 71.

Z obowigzku recenzenta zwracam uwage na niedociagnigcia edytorskie i redakcyjne. Przede
wszystkim w Materialach i Metodach powinny by¢ podawane stezenia, a nie objetosci.
W wynikach na str. 60 Doktorantka uzyta takiego zdania ,,Hodowle bakteryjne w LB w fazie
logarytmicznej indukowatam arabinoza”. Jest to slang laboratoryjny. Dlaczego na stronie 65 uzyto
stowa ,tendencja”? Co to znaczy ,na koncu eksperymentu”? Jak okreslano liczbe pokolen?
Na str. 73 Doktorantka uzyta stwierdzenia ,,Wydaje si¢ z literatury”. Doktorantka uzywa réwniez
okreslenia ,,prazki” wskazujac fragmenty DNA lub biatka. Co znaczy ,,Pobiezna analiza sekwencji
DNA” (str. 86)?. Do ryciny przedstawionej na stronie 71 nie zamieszczono opisu.
W pracy Doktorantka uzywata réznego typu czcionek.

Pomimo moich uwag dotyczacych strony redakcyjnej pracy, uwazam, ze otrzymane
wyniki niosg istotne wartosci poznawcze, a ich warto§¢ przewaza nad niedociggnieciami

redakcyjnymi.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji praca zawiera wyniki wnoszace oryginalny wkiad w dziedzine.
Czgs¢  wynikéw zostala juz opublikowana w recenzowanym czasopiSmie naukowym.
W zwiazku z tym rozprawa spelnia wymagania dotyczace nadawania stopnia doktora okreslone
w art. 186 pkt 1 ust. 1-5 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce Dz.U.
2018 poz. 1668 z p6zn. zm.

Dlatego tez, wnosze¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Gdaniskiego o dopuszczenie mgr Aleksandry Wisniewskiej do dalszych etapéw postgpowania

doktorskiego.
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