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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Wisniewskiej pt.
~Molekularny mechanizm krzyzowego dziatania dwoéch czynnikéow
transkrypcyjnych: biatka C systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego

Csp231I oraz represora RacR defektywnego profaga Escherichia

coli”

Praca doktorska Pani mgr Aleksandry Wisniewskiej zostata wykonana w Katedrze
Mikrobiologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Iwony
Mruk, prof. UG. W ramach rozprawy przedstawiono molekularny mechanizm derepresji
wybranych gendw profaga Rac przez czynnik transkrypcyjny z kasety systemu restrykcyjno-
modyfikacyjnego Csp231l prowadzacy do powstania fenotypu bakterii Escherichia coli o
drastycznie wydtuzonych komadrkach. Juz na poczatku warto zaznaczy¢, ze duza cze$é
wynikéw zostata juz opublikowana w dwdch pracach oryginalnych w prestizowym
czasopismie Nucleic Acids Research, a Doktorantka jest pierwszym autorem w jednej z nich.

Horyzontalny transfer genéw (HTG), jest jednym ze Zrédet zmienno$ci genetycznej bakterii.
Przewaznie rozpatrywany jest w kontekscie nabywania nowych cech przez te
mikroorganizmy, zwtaszcza opornosci na antybiotyki. Pozyskiwanie nowego materiatu
genetycznego podlega jednak kontroli, czego przyktadem sg systemy restrykcyjno-
modyfikacyjne (R-M), ktére zapobiegajg miedzy innymi niekontrolowanej propagacji
bakteriofagdw. W pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Wisniewskiej mamy do czynienia
zaréwno z HTG, systemem R-M oraz profagiem, jednak wzajemne interakcje prowadzg do
zaskakujgcego fenotypu. Doktorantka w sposéb szczegdtowy charakteryzuje nieoczywisty
mechanizm molekularny lezgcy u jego podtoza, i co istotne, zwraca uwage na ,,ciemna
strone” HTG jako zjawiska wywotujgcego potencjalnie niekorzystne skutki dla biorcy obcego
materiatu genetycznego.

Praca doktorska mgr A. Wisniewskiej ma klasyczny uktad. Sktada sie z wykazu skrétéw,
streszczen w jezyku polskim i angielskim, wstepu teoretycznego, celu pracy, rozdziatow
dotyczacych materiatéw i metod, opisu wynikdw i ich dyskusji, oraz podsumowania wraz z
konczacym dysertacje spisem literatury.
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We wstepie Doktorantka przedstawia czynniki wptywajgce na proces transkrypcji, poczawszy
od czynnikdw sigma, poprzez klasyczne czynniki transkrypcyjne, a na regulatorach
transkrypcji skonczywszy. Zwraca uwage na zakres interakcji, czego konsekwencja jest
podziat na globalne i lokalne (miejscowe) regulatory transkrypcji, ktére moga tworzy¢ sie¢
wzajemnych powigzan charakteryzujgcych sie hierarchicznoscig, antagonizmem lub synergia
dziatania. Bardzo ciekawym i waznym w kontekscie prezentowanych wynikéw jest fragment
dotyczacy modyfikacji/zaktdcania tych sieci w przypadku pojawienia sie ,egzogennych”
czynnikdw regulujacych transkrypcje. Doktorantka wskazuje zaréwno odlegte jak i daleko
idace konsekwencje takiego zdarzenia w zmianie ekspresji gendw, co moze znajdowac
odzwierciedlenie zaréwno w morfologii jak i fizjologii komdrek. W dalszej czesci wstepu
zawarto opis systeméw R-M, zwracajgc uwage na ich funkcje oraz organizacje genetyczng na
przyktadzie systemu Csp231l, ktérego biatkowy regulator C jest jednym z bohaterow
recenzowanej rozprawy.

Wprowadzenie teoretyczne jest zatem bardzo dobrze opracowane i zilustrowane dobrze
dobranymi schematami. Przedstawia informacje niezbedne do zrozumienia prezentowanych
wynikéw. Dla petnosci obrazu zabrakto w moim przekonaniu informacji o profagach (w tym
Rac) jako elementu ,,uspionego” fenotypu i swoistej przeciwwagi dla opisywanych systemoéw
R-M.

Cele pracy przedstawione sg krotko w postaci trzech szczegdétowych zadan badawczych,
ktdrych realizacja znajduje pdzniejsze odzwierciedlenie w prezentowanych wynikach.

Materiaty wykorzystane w pracy zostaty przedstawione na 10 stronach rozprawy. Oprécz
tabel szczepdw, konstruktéw plazmidowych i oligonukleotydéw rozdziat ten zawiera
ponadto zestawienie i sktady podtozy hodowlanych i buforéw. Na kolejnych 12 stronach
opisano metody badawcze stosowane do otrzymania prezentowanych pdzniej wynikéw. Oba
rozdziaty (Materiaty i Metody) przygotowane sg starannie i szczegétowo. Metody dobrane sg
adekwatnie do zatozen badawczych i posrednio wskazujg na biegtosé¢ Doktorantki w pracy
laboratoryjnej. Do tej czesci pracy mam dwa pytania; (1) dlaczego w metodzie mutagenezy
miejscowo-specyficznej po PCR oprdcz trawienia Dpnl stosowano oczyszczanie produktu za
pomocg zestawu CleanUp a potem jeszcze izolacje z zelu (rozdziat 4.2)?, (ll) jakie jest
uzasadnienie dla stosowania pomiaru stezenia biatka w oparciu o intensywnos¢ prazka na
elektroforezie (rozdziat 4.13)? Mam tez uwage do tytutu rozdziatu 4.11 ,,Nadprodukcja biatka
w systemie bakteriofaga T7”, ktdry w mojej ocenie jest nieprecyzyjny.

Wyniki prezentowane w pracy w sposdb chronologiczny i konsekwentny przedstawiajg
odpowiedzi na pytania nasuwajgce sie z obserwacji efektownego fenotypu E. coli bedgcego
efektem wprowadzenia gendw systemu R-M Csp231Il pochodzgcego z bakterii Citrobacter sp.
RFL231. W toku kompleksowych eksperymentéw z wykorzystaniem serii konstruktéw
plazmidowych oraz odpowiednio dobranych szczepéw bakterii, Doktorantka wykazata, ze
zdolnos¢ komorek E. coli do filamentacji powigzana jest z obecnoscig genu biatka C
(bedacego regulatorem ekspresji systemu R-M Csp231l) a nie jak mozna by upraszczajac
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przypuszczac z aktywnoscig restryktazy lub odpowiedzi SOS zaleznej od kompleksu RecA.
Ponadto, zauwazyta, ze bakterie z genem biatka C rosng wolniej, cho¢ finalnie osiggaja
podobne OD jak szczep kontrolny i z nieaktywnym genem C. Mam jednak pewne watpliwosci
co do przestawienia wynikéw ilustrujgcych tg konkluzje (Ryc. 12). Rycina przestawia wykres
zaleznosci CFU/ml od czasu hodowli (10 godzin — czy to jest faza stacjonarna?) a nie OD od
czasu, co przy znaczacej zmianie wielkosci i ksztattu komérek moze wptywaé na rdéznice w
zaleznosci pomiedzy OD a CFU. Ponadto, 0$ Y jest nieproporcjonalna w skali (taka sama
wartos$¢ dla przedziatu 0 — 1E+9 i kolejnych, np. 1E+9 — 2E+9) co utrudnia okreslenie
rzeczywistych wartosci CFU/ml przez co najmniej pierwsze pie¢ godzin hodowli.

Przeprowadzone we wspétpracy badania transkryptomiczne wskazaty, ze po wprowadzeniu
do komérek genu biatka C zmianom ulega ekspresja gendw w obrebie profaga Rac. Co
ciekawe, posrdd kilkunastu gendéw o podwyzszonej ekspresji, jedynie ekspresja genu racR
obnizyta sie, co stato sie przedmiotem dalszych analiz. W szeregu eksperymentdéw
Doktorantka wykazata, ze biatko C rzeczywiscie jest toksyczne jedynie dla komérek niosgcych
geny profaga Rac, natomiast z czasem owa toksycznosc i zdolnosé bakterii do filamentacji
zanika, najprawdopodobniej na drodze mutacji supresorowych, jednak nie w obrebie genu
biatka C.

W kolejnych badaniach skupiono sie na oznaczeniu poziomu biatka FtsW zaangazowanego w
podziaty komérkowe. Stosujac fuzje translacyjng z GFP wykazano, ze fluorescencja jest
widoczna tylko przy aktywnym biatku C w kombinacji w obecnoscig rejonu rac. Ponadto
analiza z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej wykazata nieréwnomierna
akumulacje biatka FtsW-GFP w obrebie wydtuzonej komérki E. coli, byé moze w miejscach
inicjacji tworzenia sie septy. W kontekscie dostepnych jak sie domyslam danych z
transkryptomiki, prositbym tu o komentarz, czy potwierdzajg one zwiekszong ekspresje genu
ftsW i jak po wprowadzeniu genu biatka C wyglada poziom ekspresji innych gendéw, o ktérych
wiadomo ze ich produkty sg zaangazowane w podziat komorki?

W pracy doktorskiej przedstawiono réwniez analizy biatka RacR, poczawszy od
rozpowszechniania genu i jego wariantow wsréd bakterii, poprzez wykazanie ze racR hamuje
wiasng transkrypcje z promotora racR (zatem jest autorepresorem), az do otrzymania biatka
rekombinowanego RacR i eksperymentdow typu EMSA i reakcji typu test sladu DNA (ang.
footprint), dzieki ktérym odpowiednio wykazano wigzanie sie RacR do miejsca w obrebie
promotora wtfasnego genu oraz wyznaczono miejsce wigzania biatka RacR do sekwenc;ji
nukleotydowej rejonu faga Rac.

Kluczowym wynikiem pracy, ktory zaakcentowany zostat rowniez w tytule rozprawy jest
jednak wykazanie krzyzowego dziatania RacR i biatka C, ktére staje sie swoistym witgcznikiem
prowadzgacym w konsekwencji do filamentowego fenotypu E. coli. Po pierwsze, biatko C jest
zdolne do redukcji ekspresji racR, niemal w takim samym stopniu jak naturalny represor
RacR. Nastepnie wykazano wigzanie sie biatka C do sekwencji rac, aby finalnie zmapowac
miejsce wigzania. Wyniki te doprowadzity Doktorantke do kluczowych konkluzji, tj. ze, biatko
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C wiaze sie rowniez do sekwencji niepowigzanej z funkcjg regulatora C oraz ze, potozenie tej
sekwencji (5’-CTAAG-n5-CTTAA-3’) w duzej bliskosci od kodonu startu translacji genu

racR moze wywieraé negatywny wptyw na ekspresje represora RacR i jego regulonu (w tym
prowadzi¢ do derepresji genéw ydaS i ydaT).

Wartos$¢ merytoryczng wynikéw prezentowanych w pracy oraz ich opis oceniam bardzo
wysoko. Badania sg kompleksowe i przeprowadzone z wykorzystaniem szerokiego wachlarza
technik biologii molekularnej, narzedzi bioinformatycznych oraz obrazowania za pomoca
mikroskopii. Zastosowane uktady eksperymentalne pozwolity na wykazanie roli biatka C i
RacR jako czynnikéw transkrypcyjnych i ich kompetycji o miejsce wigzania w obrebie miejsca
inicjacji transkrypcji genu racR. W toku badan udato sie nie tylko odtworzy¢ filamentacyjny
fenotyp bakterii ale réwniez in vitro wykazac wigzanie badanych biatek do DNA oraz
precyzyjnie zidentyfikowa¢ sekwencje z ktdrg oddziatujg te biatka.

Otrzymane wyniki sg nalezycie i szeroko przedyskutowane w kontekscie dostepnych danych
literaturowych. Doktorantka podaje przyktady innych krzyzowych interakgji
niespokrewnionych czynnikéw transkrypcyjnych oraz konsekwencje takiego oddziatywania.
Zwraca uwage, ze potencjalnie negatywne skutki takich interakcji sg najprawdopodobniej
przyczyna eliminacji bakterii z niekorzystnym zestawem gendw z populacji (co poparte jest
bioinformatyczng analizg genomow E. coli pod katem koegzystencji genu biatka C i gendéw
racR/ydaS/ydaT). Z drugiej strony celnie zauwaza, ze przyktady horyzontalnego transferu
genow, mogace prowadzi¢ do zmniejszenia zywotnosci komodrek gospodarza, a nawet jego
Smierci, mogg by¢ czestsze, lecz niedostrzegane i przez to nie dos¢ wnikliwie badane.

Po lekturze pracy mam pytania, ktére wynikajg z ciekawosci naukowej a nie z uchybien czy
brakédw w prezentacji czy interpretacji wynikow:

1. Czy funkcjonalna jest krétsza wersja biatka C zawierajgca tylko 5 helis?
Czy wiadomo cos$ na temat roli racR/ydas skoro z jednej strony geny te klasyfikowane
sg jako niezbedne dla E. coli a z drugiej istniejg szczepy bez progafa Rac wiec i bez
tych dwéch wspomnianych genéw?

Pod wzgledem redakcyjnym praca przygotowana jest bardzo starannie. Moja jedyna uwaga
dotyczy braku informacji o wykorzystaniu materiatéw prezentowanych na wielu rycinach
jako juz wczesniej opublikowanych w Nucleic Acids Research w pracach ze wspétautorstwem
Doktorantki (np. ryciny 9, 10 i 19 sg odpowiednikami Fig. 1, 5A i 7A w pracy Wisniewska i
wsp., a ryciny 16-18 i 21, 22 sg odpowiednikami Fig. 6A-C i 10AB w pracy Negri i wsp.).

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr
Aleksandry Wisniewskiej jest bardzo dobrym opracowaniem prezentujgcym nowe wyniki o
duzej wartosci merytorycznej. Uwazam, ze praca w petni spetnia wymagania zwyczajowe
oraz formalne stawiane w stosownych przepisach prawa (Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.), dlatego wnosze do



Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr
Aleksandry Wisniewskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalnosé i wysokg wartos$é naukowga prezentowanych wynikéw (co
potwierdzajg publikacje w prestizowym czasopismie Nucleic Acids Research z
wspotautorstwem Doktorantki) oraz wyjgtkowa starannos¢ opracowania wnosze o

wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskie;.
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