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RECENZIA
rozprawy doktorskiej Pana mgr Macieja Dylewskiego

pt. ,Rola matego RNA — Gral, w regulacji ekspresji genéw Escherichia coli”

Rozprawa doktorska Pana mgr Macieja Dylewskiego zostata wykonana w Katedrze
Genetyki Molekularnej Bakterii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdariskiego pod kierunkiem
Promotor Pani dr hab. Katarzyny Potrykus, prof. UG. Przewdd prowadzony jest w dziedzinie
Nauki Biologiczne, w dyscyplinie Biologia. Temat pracy doktorskiej obejmuje zbadanie
i wyjasnienie roli matego RNA Gral, zaréwno in cis jak i in trans, w regulacji ekspresji genow
modelowej bakterii Escherichia coli, znalezienie celéw molekularnych powyzszego sRNA,
a takze badanie jego wptywu na autoregulacje ekspresji genu greA.

Wiekszoé¢ bakterii koduje bogactwo mechanizméw regulacyjnych opartych na RNA.
Niedawne odkrycia ujawnity, ze ekspresja wielu gendw jest kontrolowana przez mnostwo
parujacych zasady, niekodujacych, matych, regulatorowych RNA (sRNA), przez regulatorowe
biatka wiazgce RNA oraz przez enzymy degradujace RNA. Niektére z tych opartych na RNA
proceséw regulatorowych odpowiedzialne s3 za wyczuwanie warunkéw stresowych

i uczestnicza w utrzymaniu homeostazy komorkowej. Niekodujace RNA, ktére reguluja
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ekspresje gendw przez wiazanie si¢ z biatkami regulatorowymi lub czynnikami bioracymi
udziat w procesie transkrypcji, czesto dziatajg negatywnie poprzez sekwestracje, co zapobiega
rozpoznaniu celu molekularnego. Ekspresja wielu sRNA jest pozytywnie regulowana przez
reagujgce na stres czynniki sigma, takie jak RpoE i RpoS, oraz systemy dwusktadnikowe
PhoP/Q, Cpx i Res. Niektére z tych regulacyjnych RNA dziataja poprzez mechanizm sprzezenia
zwrotnego. Parujgcy zasady sRNA, w zaleznosci od lokalizacji genomowej i od docelowego
mRNA, moze dziata¢ in cis lub in trans. Wiele z sRNA funkcjonuje poprzez niedoskonate
parowanie zasad z wieloma docelowymi mRNA i czesto wymaga pomocy chaperondéw RNA
Hfq i ProQ.

Szeroko zakrojone badania, obejmujace analize RNA-seq, RIL-seq, CLASH oraz
immunoprecypitacje z chaperonami RNA, powigkszyty repertuar sRNA i ich celéw
molekularnych. W ten sposéb wykazano, ze sRNA moga pochodzié¢ z réinych rejonéw
genomowych: moga by¢ antysensowne do kodujgcych regionéw, moga by¢ z 3’UTR, z 5’UTR,
a nawet moga pochodzi¢ z rejonéw kodujgcych.

SRNA s3 wszechobecne i wplywaja na kazdy aspekt fizjologii bakterii. Nowe,
zaawansowane technologie biologii molekularnej pozwolity na zidentyfikowanie wielu
nowych sRNA i ich celéw. Wyzwaniem nadal pozostaje integracja wszystkich sRNA i ich celéw
w skomplikowane systemy regulacyjne i procesy zyciowe komorki bakteryjnej. Praca
doktorska mgr Macieja Dylewskiego wpisuje si¢ w nurt takich kompleksowych studidw,
koncentrujac sig na poszukiwaniu roli SRNA Gral w regulacji ekspresji genéw u bakterii E. coli.

Gral jest kodowany w regionie liderowym genu greA i powstaje w wyniku
wczesdniejszej terminacji mRNA greA. GreA jest czynnikiem transkrypcyjnym zwiekszajacym
wierno$¢ syntezy RNA i zapobiegajagcym zatrzymywaniu si¢ kompleksu elongacyjnego
polimerazy RNA. Bardzo ciekawa jest autoregulacja genu greA — nadprodukcja biatka GreA
in trans powoduje zmniejszenie ekspresji genu greA. Tymi zagadnieniami z sukcesem zajmuje
sig zespét dr hab. Katarzyny Potrykus, a badania Doktoranta mgr Macieja Dylewskiego
stanowig wazny i logiczny etap ich kontynuacji. Stad wybér tematu rozprawy doktorskiej jest
trafny i aktualny.

Praca doktorska ma posta¢ obszernej monografii, opracowanej bardzo starannie
i zgodnie z formalnymi wymogami przyjetymi dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk
biologicznych. Rozprawa doktorska ma klasyczny uktad, a proporcje jej poszczegéinych

rozdziatéw s3 odpowiednio wywazone.
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Mgr Maciej Dylewski podjat sie bardzo ambitnego i ciekawego celu. Sformutowat go
zwiezle i precyzyjnie, dodatkowo okreslajac zakres pracy, obejmujacy m.in. konstrukcje fuzji
genowych potencjalnych celéw molekularnych badanego sRNA, wytypowanie celéw
molekularnych, zbadanie oddziatywan sRNA z docelowymi mRNA, analize funkcji elementéw
sekwencji niekodujacej, okreslenie roli SRNA w autoregulacji genu greA oraz poznanie roli
innych czynnikéw w tym procesie, a takze identyfikacje gendw, ktérych delecja powoduje
zmiany w ekspresji genu greA, poprzez konstrukcje bibliotek genomowych zawierajacych
losowe insercje transpozonu.

Wstep jest $ciéle zwigzany z celem pracy i stanowi dogtebne kompendium wiedzy na
temat sRNA. W sposdéb usystematyzowany i wyczerpujacy Doktorant omawia w nim
poszczegblne aspekty matych RNA poczynajac od ich ogolnej charakterystyki, poprzez
pochodzenie i ewolucje, opis sRNA dziatajacych in trans, nastepnie in cis, wskazuje na
réznorodnoé¢ sRNA oraz ich wielorakie funkcje w komorce. Nastepnie ptynnie przechodzi do
sRNA Gral i charakterystyki biatka GreA, w tym jego roli w procesie transkrypcji. Ten zwigzty
przeglad i podsumowanie stanu wiedzy na temat sRNA stanowi niezwykle rzeczowe
wprowadzenie do zaplanowanych badan i uzasadnia ich celowo$¢. Tak bardzo dobre
opracowanie wstepu pod wzgledem merytorycznym wskazuje na gruntowna wiedze
Doktoranta i na jego wzorowe przygotowanie teoretyczne do realizacji celéw badan.

Do osiggniecia postawionego celu pracy doktorskiej konieczne byto zastosowanie
badan in vitro i in vivo oraz wielu technik biologii molekularnej. Dobor metod badawczych jest
wiasciwy i dobrze odpowiada potrzebie realizacji celdw zdefiniowanych przez Doktoranta.
Postepowanie do$wiadczalne zaplanowano poprawnie i przedstawiono w sposob zrozumiaty.
Autor w sposéb niezwykle biegly postuguje sie wieloma technikami i dysponuje bogatym
warsztatem badawczym. Swiadczy to znakomitym przygotowaniu metodycznym doktoranta.
Na szczegdling uwage zastuguje logiczne wyttumaczenie i uzasadnienie podjecia kolejnych
etapow w badaniach. Doktorant doktadnie i wyczerpujacy opisat uzyte szczepy bakteryjne,
plazmidy, oligonukleotydy oraz sekwencje fuzji reporterowych (w Suplemencie), a takie
procedury eksperymentalne zastosowane w pracy doswiadczalne;.

Realizacja cze$ci eksperymentalnej byta bardzo pracochtonna i czasochtonna, ale dzieki
temu widac ogrom wtozonej pracy i systematycznos¢ mgr Macieja Dylewskiego. Eksperymenty

zostaty starannie przeprowadzone. Na podkreslenie zastuguje kompleksowosc i szeroki zakres
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wykonanych badan. Imponujaca ilos¢ wynikdw zostata przedstawiona w przejrzyscie
opracowanych rysunkach, schematach, tabelach i wykresach. Opis wynikéw jest
przygotowany bardzo starannie i szczegdétowo. Autor wnikliwie i rzeczowo przedyskutowat
wyniki kolejnych doswiadczen, odnoszac je w miare mozliwosci do danych literaturowych.
Whioski ptynace z wykonanych badan sg prawidtowe. Kazdy rozdziat wynikow konczy sie
krotkim, syntetycznym podsumowaniem, co utatwia lekture dysertaciji.

Na podkreslenie zastuguje umiejetno$¢ rzeczowego uogodlnienia tak duzej ilosci
wynikéw. Wykazano m. in. ze: najbardziej prawdopodobnym celem molekularnym sRNA Gral
in trans jest mRNA nudE, Gral wigze sie z Hfq in vitro i tatwo jest usuwany z kompleksow przez
mRNA nudE, in cis sekwencja badanego sRNA jest konieczna i wystarczajgca do autoregulacji
genu greA, a ekspresja genu greA jest zaktécana przez zmiany w ekspresji gendéw zwigzanych
z syntezg biatek btonowych, odpowiedzig na stres pozacytoplazmatyczny oraz metabolizmem
NAD.

W czesci Dyskusja najlepiej wida¢ dojrzatos¢ naukowg i kompletnos$é warsztatu
badawczego Doktoranta, ktéry bardzo dobrze omawia uzyskane wyniki oraz prowadzi
dogtebng i wyczerpujaca dyskusje. Ponadto Autor konfrontuje uzyskane rezultaty z danymi
z literatury. Prace koniczy siedem dobrze wyodrebnionych, kluczowych wnioskéw, logicznie
wynikajacych z przeprowadzonych badan. Ich szczegotowa interpretacja nie budzi zastrzezen.

Bogaty spis literatury obejmuje 177 pozycji w tym klasyczne publikacje
o regulatorowych RNA, jak i te najnowsze, takie z 2019 roku. S3 one dobrze dobrane
i whasciwie zacytowane. Wybdr literatury swiadczy o gruntownym przestudiowaniu przez
autora zagadnied zwigzanych z tematem dysertacji. Mgr Maciej Dylewski zebrat
pismiennictwo z duzg skrupulatnoscia i krytycyzmem, co sprawia, iz obiektywnie
odzwierciedla ono aktualny stan wiedzy na temat matych RNA. W tekscie pracy Doktorant
wiele razy cytuje publikacje swego Promotora: Potrykus i inni z 2010 roku, jednakie w spisie
literatury btednie podat przy niej rok 2009.

Rozprawa doktorska zostata napisana poprawnym jezykiem naukowy i starannie
zredagowana. llo$¢ bteddéw redakcyjnych jest znikoma, a potkniecia stylistyczne, gramatyczne
i interpunkcyjne, a takze drobne niescisto$ci merytoryczne oraz nomenklaturowe sg nieliczne.
I tak np.:
str. 153 w nazwie bakterii Salmonella enterica sv. Typhimurium, stowo Typhimurium powinno

by¢ pisane z duzej litery, a cate stowo nie kursywa,
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str. 20%¢ powinno by¢ OmrA/OmrB,
Str. 24*5 gen hfq nie jest chaperonem, lecz koduje chaperon Hfq,
Str. 87 w opisie pod Rys. 23 jest pKontrola, na rysunku jest pWektor,
Str. 104* powinien by¢ symbol ot zamiast &,
Str. 10847 Doktorant zalicza wirusy do organizméw. Poniewaz ciagle toczy sie debata na temat
tego, czy wirusy to organizmy, czy nie, bardziej ostroznie nalezatoby formutowac stwierdzenie
zaliczajace je do organizmow.
Powyisze drobne uchybienia nie wptywaja jednak na bardzo wysoka oceng pracy.

Podczas lektury rozprawy doktorskiej mgr Macieja Dylewskiego nasungly mi sie
nastepujace pytania:

1. W rozdziale Wyniki podrozdziat 5.3.3. Rola of (strony 103-105) pokazano, ze
nadprodukcja Zle sfaldowanego peptydu YYF z plazmidu pBAI66 spowodowata tylko
niewielki wzrost aktywnosci Ecf-regulowanego promotora P2. Czy Doktorant
przetestowal aktywnos$é promotora P2 takze w innych warunkach, ktére indukuja
ekspresje genu rpoE, takich jak: (a) nieobecnosé¢ czynnika anty-sigma RseA, ktdrego to
brak indukuje aktywno$é of nawet 10-krotnie, (b) uszkodzenia LPS, ktére rowniez
znaczaco indukuja RpoE?

2. Pytanie dotyczace poszukiwania czynnikéw regulujacych ekspresje genu greA/Gral,
z wykorzystaniem szczepéw niosacych fuzje promotorowe i bibliotek genomowych
z losowymi insercjami transpozonu (Wyniki str. 105, Tabele 32 i 33 str. 106, Dyskusja
strony 112-114). Jak stusznie Autor zauwazyt, niektére ze zidentyfikowanych genéw
dziataja poprzez indukcje podjednostki sigma RpoE, np. niektére z genoéw biosyntezy
LPS (waaG/waaP). Jedli system regulacyjny rzeczywiscie jest oF-zaleiny,
w zastosowanej mutagenezie powinno sie réwniez uzyskaC insercje transpozonu
w genach takich jak rseA, surA, waaC, ktére w sposéb maksymalny indukuja of. Pytanie
czy mutageneza byfa nasycona? A moze warunki mutagenezy mozna by stosownie
zmienié? Oczywiécie mutageneza z uzyciem transpozonu nie moze zidentyfikowac
genéw, ktére sa konieczne do zycia. Alternatywnie zastosowanie wielokopijnej
ekspresji gendw moze by¢ dodatkowq strategia.

Podsumowaujac, tematyka recenzowanej pracy jest ciekawa, wazna i wkomponowana
w $wiatowy nurt badar nad sRNA. Przedstawiony przez Autora cel zostaf osiagniety: uzyskane

wyniki pomagajg zrozumieé funkcje sRNA Gral, jak rowniez wskazujg na nowe elementy
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zaangazowane w regulacje ekspresji genu greA. Wartoscig podjetych badan jest ich
kompleksowo$¢. Szeroki zakres badar jest imponujacy. Zostaty one dobrze zaplanowane oraz
poprawne wykonanie, co wskazuje na umiejetnosé¢ samodzielnego prowadzenia ztozonych
prac eksperymentalnych przez Doktoranta. Uzyskane wyniki s3 dobrze udokumentowane,
a ich opis oraz interpretacja zrozumiata i wyczerpujaca. Rozprawe oceniam bardzo wysoko
zarowno pod wzgledem merytorycznym, jak i edytorskim. Szata graficzna jest czytelna
i sporzadzona starannie. Praca doktorska mgr Macieja Dylewskiego zawiera duzg iloéé
wartosciowych i cennych wynikéw znaczaco rozszerzajacych nasza wiedze o matych
regulatorowych RNA.

Nalezy podkresli¢, ze praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr
UMO-2013/09/B/NZ1/01066 finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca mgr Macieja Dylewskiego pt. ,Rola
matego RNA — Gral, w regulacji ekspresji genéw Escherichia coli” spetnia wymogi stawiane
rozprawom na stopien naukowy doktora okreslone w art. 13 ustawy o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U.
Nr 65, poz. 595 z p6Zniejszymi zmianami) i zwracam sig¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdariskiego z uprzejma prosba o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Wnoszg tez o wyrdznienie rozprawy doktorskiej. Uzasadnieniem jest wysokie
znaczenie wybranego problemu badawczego oraz uzyskane przez Doktoranta oryginalne,

nowatorskie wyniki badan.
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