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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Marii Danuty Mamonskiej zatytulowanej

»Kompetycja pomiedzy bialkami wigzacymi czasteczki RNA u Escherichia coli”

Praca doktorska Pani mgr Marii Danuty Mamonskiej zostata wykonana pod opiekg Prof. dr hab.
Mikotaja Olejniczaka w Pracowni Biochemii RNA na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy oddzialywan migdzy biatkami a
czasteczkami RNA u bakterii E. coli. Celem badan bylo poznanie molekularnych mechanizmow
odpowiedzialnych za selektywne wigzanie czasteczek RNA przez okreslone biatka, a takze zalezno$ci
pomiedzy biatkami w wigzaniu RNA.

Czes¢ badan opisanych w rozprawie doktorskiej zostala opublikowana w migedzynarodowym
czasopismie naukowym RNA w 2025 roku (IF2025 5.0, 140 pkt. MNISW), gdzie Doktorantka jest
pierwszym autorem. Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaty sfinansowane przez
Narodowe Centrum Nauki (grant Preludium Bis) i Narodowa Agencje Wymiany Akademickiej
(NAWA), ktora sfinansowata trzymiesigczny staz badawczy Doktorantki w laboratorium prof. Giseli
Storz w NIH, USA.

Przedstawione w rozprawie badania sg kontynuacja wczesniej prowadzonych prac w zespole Prof.
Olejniczaka nad biatkami bakteryjnymi takimi jak: Hfq czy ProQ, ktore przez oddziatywanie z matymi
niekodujagcymi RNA wplywaja na stabilno$¢, dostepnos¢ czy funkcje RNA, a przez to regulujg wiele
procesow komarkowych. W recenzowanej pracy Doktorantka podje¢ta si¢ wyjasnienia trzech nowych
zagadnien badawczych dotyczacych oddzialywan: RNA - bialko. Pierwsze zagadnienie obejmowato
analiz¢ cech sekwencyjnych i strukturalnych RNA, ktére decyduja o jego wigzaniu przez biatka

bakteryjne. Drugie zagadnienie badawcze miato na celu okreslenie znaczenia domeny FinO biatka
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ProQ na zdolno$¢ wigzania RNA. Trzecie zagadnienie dotyczylo roli kompetycji i wzajemnych

oddziatywan miedzy biatkami w wigzaniu RNA.

Ocena redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim, ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad i
sktada si¢ ze Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Wstepu, Celow pracy, Materiatéw, Metod,
Wynikow, Dyskusji, Wnioskow, Spisu skrotow i symboli oraz Bibliografii. Praca liczy tacznie 147 stron,
zawiera 34 rysunki i 30 tabel (dwie tabele przedstawione w rozdziale Wyniki zostaly ponumerowane,
reszta tabel z rozdziatow Materialy, Metody nie posiada numeracji). Rozprawa zostala napisana w
sposoOb zrozumialy, logiczny, z uzyciem odpowiedniej terminologii naukowej 1 poprawnie pod katem
edytorskim. Dodatkowo, nalezy podkresli¢ duza staranno$¢ w przygotowaniu rozprawy, wyniki badan
eksperymentalnych zostaly przedstawione w sposéb czytelny i przejrzysty. Wszystko to sprawia, ze

prace czyta si¢ z fatwoscia 1 przyjemnoscig.

Ocena naukowa rozprawy

We Wstepie Doktorantka opisata regulatorowe RNA u bakterii, wsréd nich mate niekodujace RNA
(sRNA), a takze biatka biorgce udzial w wigzaniu SRNA, co jest pomocne w zrozumieniu
prowadzonych badan. Uwazam, Ze ta czg$¢ teoretyczna zostala dobrze napisana, w zwigzly 1 klarowny
sposob, w oparciu o odpowiednie dane literaturowe.

Doktorantka skupita si¢ na przedstawieniu aktualnego stanu wiedzy na temat bakteryjnych bialek
wigzacych RNA. Ciekawi mnie czy opisane bakteryjne biatka wigzace RNA (Hfq, FinO, ProQ) maja
homologi u organizmoéw eukariotycznych? Drugie pytanie dotyczy regiondow w tych biatkach, ktére
wigza si¢ do RNA, czy znane sg inne niz domena FinO, ktore umozliwiajg wigzanie do RNA?

Cele pracy zostaly jasno sformulowane w szeSciu punktach i dotycza trzech uzupetniajacych sie
zagadnien badawczych (wymienionych powyzej).

Na podstawie rozdzialow Materialy, Metody i Wyniki chcg podkreslic duze zaangazowanie
Doktorantki w prace laboratoryjne. Mgr Mamonska opanowata wiele technik z zakresu inzynierii
genetycznej, mikrobiologii czy biologii molekularnej, w tym wiele zaawansowanych metod, np.
réznicowa migracji kompleksow w zelu poliakrylamidowym (ang. Electromobility Shift Assay,
EMSA), metoda wyznaczania interakcji biatko-RNA za pomoca hydrolizy enzymatycznej (ang. RNA
footprinting), RIL-seq (ang. RNA Interaction by Ligation and Sequencing) czy RIP-seq (ang. RNA
Immunoprecipitation and Sequencing). Sekwencjonowanie bibliotek i analizy bioinformatyczne

wynikow zostaty wykonane w ramach wspotpracy z NIH, USA.
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Dodatkowo, chce zwroci¢ uwage na duze zdolnosci manualne Doktorantki w przeprowadzaniu
eksperymentow. Przedstawione w rozprawie analizy na zelach poliakrylamidowych (Rys. 10-19, 21,
25-30) byly wykonane za kazdym razem w sposdb nienaganny technicznie. Uwazam, ze jest to bardzo
wazna umiejetno$¢ w pracy eksperymentalnej.

Rozdzial Wyniki zostal podzielony na trzy podrozdzialy zgodnie z zagadnieniami badawczymi, a
wyniki przedstawione w pierwszym z nich zostaty poddane recenzjom eksperckim przed publikacja w
czasopi$mie RNA, co ulatwia oceng merytoryczng tej czes$ci rozprawy.

Mam jednak pytanie odnosnie wynikéw analiz powinowactwa petnej dtugosci biatka ProQ z FinP
SRNA, ktore wykazany ok. 3-krotne ostabienie ich oddziatywania w porownaniu z wigzaniem ProQ z
malM-3’ (na postawie warto$ci statej rownowagi dysocjacji Kq, Tabela 1), przy czym maksymalna
frakcja zwigzana kompleksu ProQ-malM-3’ wynosita 91%, za§ ProQ-FinP 85%. Dlaczego wigzanie
migdzy ProQ-FinP jest znacznie ostabione bioragc pod uwage wartos$¢ Kq,, a niewiele zmienia si¢ przy
okresleniu frakcji zwiazanej? Czy wskazuje to na silne i stabilne wigzanie mi¢dzy ProQ-FinP? Prosz¢
0 komentarz w kontekscie przytoczonych przez Doktorantke danych literaturowych, cyt. ze strony 69
rozprawy: ,,Zgodnie z wynikami glebokiego sekwencjonowania RIL-seq oraz CLIP-seq czasteczka
malM (malM-3”) jest jedng z najwazniejszych czasteczek RNA wigzang przez biatko ProQ (Holmqvist
i wsp. 2018; Melamed i wsp. 2020). Natomiast glowng czasteczka wigzang przez biatko FinO u E. coli
i S. enterica jest FinP SRNA (van Biesen i Frost 1994; El Mouali i wsp. 2021).”

W drugiej cze$ci Wynikdw Kandydatka przeprowadzita analize wptywu mutacji w domenie FinO
biatka ProQ na wigzanie RNA. Przy uzyciu metody RIP-seq uzyskata globalne profile wigzania RNA
dla pigciu mutantéw biatka ProQ. Analiza danych ujawnila, Zze najbardziej wrazliwe na mutacje sa
RNA z rodziny Sib i dalsze badania byty skoncentrowane na ich oddziatywaniu z biatkiem ProQ. Moje
pytanie dotyczy innych niz Sib RNA, dla ktérych mutacje w domenie FinO réwniez prowadzity do
ostabienia wigzania z RNA. Czy mozna wyodrgbni¢ inne wspolne RNA dla analizowanych mutantow
ProQ? Jesli tak to prosze¢ o charakterystyke tych RNA.

W trzeciej czg$ci Wynikdw Doktorantka analizowata kompetycje i wzajemne oddziatywania miedzy
biatkami ProQ 1 Hfg w wigzaniu RNA. Przy uzyciu metody RIL-seq mozliwa byta analiza par RNA-
RNA oddziatujacych z danym biatkiem, ktora ujawnila, Zze biatka te tworza wzajemnie powigzang i
ztozong sie¢ regulacyjng. Analizy par RNA z biatkiem ProQ czy Hfq cze$ciowo potwierdzity
wczesniej opublikowane dane (Melamed i wsp. 2020), ale ujawnily rowniez wiele nowych

oddziatywan RNA-RNA. Dlatego prosz¢ Doktorantke o przedstawienie nowych par RNA, ktore
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wykazujg istotne zaleznos$ci w wigzaniu do biatek ProQ i Hfq w odpowiedzi na zmieniajgce si¢ ich
stezenia.

W rozdziale Dyskusja Pani Mamonska podsumowata i omoéwita uzyskane wyniki badan odnoszac si¢
do danych literaturowych. Doktorantka zaproponowata kolejne eksperymenty, a tym samym
kontynuacje badan co wskazuje, ze temat oddziatywan RNA-biatko u bakterii nie jest wyczerpany. W
tym rozdziale zabrakto mi modelu graficznego podsumowujacego wyniki badan, ktéry, mam nadziejg,
bedzie przedstawiony przez Kandydatke podczas obrony.

Rozprawa konczy si¢ rozdziatem Wnioski, ktére sa dobrze sformutowane, zgodnie z postawionymi

celami badan. Wnioski s3 wywazone i dobrze uzasadnione.

Uwagi drobne:

1) Brak opiséw dos¢ ztozonych rysunkéw 4 i 5, ktore zawierajg tylko tytul. Opis w tekscie nie
odzwierciedla szczegdtow przedstawionych na nich.

2) W tekscie rozprawy na str. 70 w pierwszym akapicie opisano, ze mutant malM-FinP, zawiera
trzy nukleotydy zmienione po stronie 5’ od terminatora transkrypcji, a na rysunku 10A jest
zmieniony tylko jeden nukleotyd. Jaka jest prawda?

3) Na rysunku 19 mam watpliwosci co do danych przedstawionych w postaci wykresow
stupkowych na panelu C i E. Chodzi o kontrole ProQ i FinO w wigzaniu z FinP-U-Us (panel
C) lub malM-RepX (panel E). Frakcja zwigzana dla kontroli ProQ (panel C) wynosi ok. 0.6 a
dla kontroli FinO ok. 0.5, czyli r6znica jest niewielka w poroéwnaniu z rdznicg obserwowang
na zelu (linia druga i trzecia zelu), biorac pod uwage metode kwantyfikacji opisang w metodach
na str. 54, sekcja 4.6.3. Co ciekawe, wykres stupkowy panelu E przedstawia odwrotne
zaleznosci dla kontroli ProQ i FinO w poréwnaniu do panelu C, cho¢ proporcje na zelu migdzy
linig drugg a trzecig na obu panelach sg podobne. Uprzejmie prosz¢ o komentarz.

4) Drobne btedy redakcyjne: str. 11 jest konkurencji zamiast konkurencja, str. 53 jest rozne

zamiast r6zne, jest MultiGauche zamiast Multi Gauge, str. 56 odczynnik Tri zamiast Tris.

Ocena ogolna i wnioski konicowe:

Rozprawa doktorska mgr Marii Mamonskiej stanowi istotny wkiad w zrozumienie mechanizmOw
selektywnego wigzania bialek bakteryjnych z sSRNA. Wyniki przedstawione w pracy sg oryginalne,
przekonujace 1 maja duza warto$¢ naukowa. Zakres prowadzonych badan 1 jako$¢ uzyskanych
wynikow wskazujg jednoznacznie, ze Pani Mamonska jest dobrym naukowcem, zdolnym do

samodzielnej pracy naukowej.
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa Pani mgr Marii Mamonskiej
spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim opisane w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pézn. zmianami) i wnosze do Rady
Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie
Kandydatki do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora. Ponadto, ze wzgledu na duza
wartos¢ naukowa uzyskanych wynikéw wnioskuje¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej. Wniosek o
wyréznienie uzasadniam wyjasnieniem przez Doktorantke mechanizmu zaleznosci regulacyjnych
migdzy biatkami w wigzaniu RNA w komérkach E. coli. Wyjasnienie tego zlozonego i istotnego
biologicznie mechanizmu bylo mozliwe dzigki zastosowaniu r6znorodnych i nowoczesnych metod

badawczych, a takze wnikliwym analizom wynikow przeprowadzonych przez Kandydatke.

Ho@rofﬂﬂi'ﬂt Cleddan

dr hab. Matgorzata Ciesla
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