; INSTYTUT CHEMII BIOORGANICZNE}
. o Polskiej Akademii Nauk

49327

NIP 777-00-02-062

http:IMww.ibch.poznan.pl

Poznan, 28.04.2026 r.
Prof. dr hab. Elzbieta Kierzek
Zaklad Genomiki Strukturalnej RNA

Recenzja pracy doktorskiej mgr Marii Danuty Mamonskiej pt. ,,Kompetycja pomigdzy
bialkami wigzgcymi czgsteczki RNA u Escherichia coli”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska powstala w Pracowni Biochemii RNA
Wydziatu Biologii UAM., pod kierunkiem prof. dr hab. Mikotaja Olejniczaka. Praca doktorska
ma forme monografii naukowej i jest napisana po polsku. Pod wzgledem formalnym spenia
wszelkie wymagania i zawiera konieczne dla dysertacji rozdzialy. Pomocne jest rowniez
umieszczenie dorobku doktorantki na koncowych stronach pracy. Czgs¢ badan zostata
opublikowana, obszerne pozostale wyniki prawdopodobnie wkrotce zostang zwienczone
publikacjg. Dysertacja napisana jest bardzo czytelnie, zawiera przejrzyste rysunki, ktore sg
wyczerpujaco opisane. Praktycznie nie zauwazytam literdwek, a uzywane stownictwo prawie
nie zawiera zargonu naukowego.

Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej plasuja sie w nurcie badan
prowadzonych w zespole badawczym prof. dr hab. Mikotaja Olejniczaka. Dotycza poznania
uwarunkowan prowadzacych do selektywnego rozpoznawania czgsteczek RNA przez ProQ i
Hfq u Escherichia coli oraz okreélenia czynnikéw wplywajacych na konkurencje i wzajemne
oddzialywanie pomiedzy tymi biatkami. Uwage zwraca systematycznos$¢ planowanych i
przeprowadzanych badan oraz wykorzystanie wielu technik eksperymentalnych. W
postawionych w dysertacji pytaniach kandydatka szukata odpowiedzi zardwno we
whasciwosciach biatka, jak i RNA. Dzigki takiemu podejsciu uzyskane wyniki poszerzajg
znaczaco wiedzg o potranskrypcyjnej regulacji gendw u bakterii, a takze sa niezwykle ciekawe
z ogolnego punktu widzenia.

Prace doktorskg rozpoczyna Streszczenie, nastepnie sa Wstep i omowienie Celow
pracy. Streszczenie jest zwiezle 1 klarownie napisane. Szczegoly eksperymentow opisane sa w
dwoch rozdziatach: Materiaty oraz Metody. Wstep, 19-stronicowy, nie jest obszerny, jednak
zawiera najwazniejsze informacje wprowadzajace w tematyke doktoratu. Cele pracy ujete sa
na jednej stronie, a sg to az trzy obszerne tematycznie problemy naukowe. Pierwszy z nich
dotyczy okreslenia cech strukturalnych czasteczek RNA odpowiedzialnych za rozréznianie ich
wigzania przez biatko ProQ lub FinO. Drugi koncentruje si¢ na poznaniu znaczenia domeny
FinO bialka ProQ dla jego zdolnosci rozpoznawania RNA w warunkach in vivo. Trzeci zaklada
okreslenie roli kompetycji i wzajemnych oddziatywan biatka ProQ i Hfg. Te ambitne cele
zostaly w pelni przez Kandydatke zrealizowane.

Materialy oraz Metody sa wyczerpujaco napisane i zawieraja niezbedne szczegdly
pozwalajgce odtworzy¢ przeprowadzone eksperymenty. Do tej czesci mam kilka pytan, ktore
sformuluje na koncu recenzji.



Rozdzial Wyniki to 57 stron opisu przeprowadzonych badan, podzielony na 3 gtowne
podrozdzialy korespondujace z trzema celami pracy doktorskiej. Kazdy z podrozdziatow
zaczyna sie obszernym wprowadzeniem nakreslajacym umiejscowienie podjetych badan na tle
zgromadzonej wiedzy oraz przypomnieniem pytan naukowych jakie stawila sobie za cel pani
mgr Mamonska. Nalezy podkresli¢, ze zakres tematyczny pracy doktorskiej, mimo bardzo
spojnych celow, jest szeroki i wymagal uzycia réznorodnych technik badawczych. dotyczacych
zardbwno RNA, jak i DNA oraz bialek w warunkach in vitro, in vivo oraz in silico. Kandydatka
poradzita sobie znakomicie, przezwycigzajac prawdopodobnie wiele trudnosci, jakie mogly
dostarczy¢ jej obiekty badan. Z powodzeniem otrzymata wiele niezbednych czasteczek
(konstruktow, zmutowanych RNA, zmutowanych bialek), a przedstawione w dysertacji zele sg
piekne jakosciowo i $wiadcza o dobrym warsztacie pani mgr Mamonskiej. W opisie rezultatow,
a takze w Dyskusji Kandydatka wyraznie okresla badania jakie wykonata samodzielnie podczas
stazu w laboratorium NIH, oraz badania innych 0sob. Jest to ciekawa czgs$¢ dysertacji, w ktore;
wida¢ wysilek wlozony we wprowadzenie nowej techniki do macierzystej grupy badawczej.
Trud ten zaowocowat interesujacymi odkryciami w obszarze biologii wybranych biatek, ktore
— zgodnie z naturg nauki — stawiaja przed nami kolejne pytania.

Jednym z koncowych rozdziatow jest Dyskusja poprowadzona na 12 stronach pracy
doktorskiej. Jest to ciekawy rozdzial napisany z polotem, wyczerpujacy i jednoczesnie zwiezly.
Dyskusja podzielona jest na trzy podrozdzialy wpisujace sie, podobnie jak Rezultaty, w trzy
cele badawcze. Kandydatka jasno opisala najwazniejsze wyniki. poréwnujac je z wiedza
literaturowg i dotychczasowymi ustaleniami o roli wybranych bialek. Podoba mi sig, ze
znalazly sie w tym rozdziale perspektywy dalszych badan oraz ostroznosé w interpretacji.
Wszystko to $wiadezy o dojrzalosci naukowej pani mgr Mamonskie;.

W kolejnym rozdziale zatytulowanym Wnioski w sposéb dos¢ ogdlny 1 przede
wszystkim  krotki podsumowane sa glowne wnioski pracy doktorskiej. Rozdzial ten
podsumowuje wielowatkowe badania, a szczegélowe wnioski zawarte sg wezesnie;.

Prace doktorskg zamyka spis referencji. Referencji nie jest zbyt wiele (ok. 75) co troche
dziwi ze wzgledu na obszerng tematyke badan. Prawdopodobnie Autorka starata sie skupi¢ na
scisle zwigzanych z badaniami wlasnymi oraz stosunkowo nowych publikacjach.

Osiagnieciem Kandydatki jest udowodnienie, ze sekwencja nukleotydowa RNA u
podstawy spinki terminatorowej jest kluczowa w specyficznym rozpoznawaniu czasteczek
RNA przez biatko ProQ i FinO. Mgr Mamonska pokazata rowniez, jak mutacje w domenie
FinO wplywaja na zdolnos¢ wigzania RNA, i ze szczegdlnie istotna jest dla wigzania reszta
argininy w pozycji 80. Dodatkowo Kandydatka pokazata, ze biatko ProQ oraz jego domena
FinO wigze si¢ w rejonie spinki terminatorowej SibA i SibC oraz w sasiadujacych motywach
struktury drugorzedowej. prowadzac do zmiany struktury danego RNA. Ponadto, domena FinO
rozpoznaje RNA zawierajgce terminator transkrypcji, podczas gdy petnej dtugosci biatko ProQ
wigze rowniez czasteczki pozbawione tej struktury. Przeprowadzona Analiza RIL-seq wielu
bakteryjno-plazmidowych systemow modelowych pozwolita na wyciagniecie wnioskow
dotyczacych konkretnych substratow RNA dla biatek ProQ i Hfq, $wiadczacych o zlozonosci i
dynamice oddziatywan ProQ i Hfq z docelowymi RNA.

Prace doktorska oceniam wysoko. Kandydatka podjeta ciekawa tematyke zglebiajac
podstawy biologii E. coli i wnoszac znaczgcy wklad w poszerzenie wiedzy o roli ProQ 1 Hfg.
By cele pracy zostaly zrealizowane, pani mgr Mamonska przeprowadzila szereg wymagajacych
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i zlozonych eksperymentow. Badania wymagaly umiejetnego planowania, wyciggania
wnioskow posrednich 1 konstrukcji wielu uktadow i czasteczek modelowych. Praca jest
staranna, wyniki opisane sg przejrzyscie, a dyskusja rezultatow, prowadzaca do ciekawych
wnioskdw, jest odpowiednio wywazona i $wietnie wpisuje prace w obecny nurt badan.

Badania te, cho¢ wydajg si¢ waskie w tematyce, dotyczg oddziatywan RNA-biatko,
jednej z podstaw procesow biologicznych. W badaniach naukowych, w ktérych opinia
publiczna zawsze oczekuje zastosowan, niezwykle wazne jest zrozumienie fundamentalnych
procesow zyciowych. Badania takie prowadzg rowniez do rozwoju metodologii, ktéra moze
by¢ wykorzystana dla innych obiektow badan. Wszystko to widzimy w niniejszej rozprawie
doktorskiej. Dodatkowo, dotyczy ona potencjalnie niebezpiecznej dla czlowieka bakterii, ktorej
lepsze poznanie moze by¢ pomocne w walce z réznego typu zakazeniami.

Lektura pracy doktorskiej nasungta mi nastepujace pytania, na ktore prosze o odpowiedz
podczas obrony:

Niezrozumiale jest dla mnie uzycie ,.buforu strukturalnego™ (Invitrogen). Dlaczego
Autorka zdecydowatla si¢ na uzycie tego buforu? Jaki jest jego sktad? Czy nie lepiej samemu
decydowac o najlepszym sktadzie buforu dla planowanych badan?

Dlaczego dopiero po znakowaniu radioaktywnym RNA uzyto DNazy | w celu usunigcia
pozostatosci matrycy DNA po reakeji transkrypceji in vitro (str. 44)? Standardowo robi sie to po
reakcjl transkrypcji.

Dlaczego w tescie kompetencji, w celu zbadania interakcji pomiedzy czasteczkami
RNA i bialkami ProQ i FinO, denaturowano gwattownie RNA? Czy denaturacja byta
prowadzona w wodzie? Jesli autorke interesowal wplyw struktury RNA na wigzanie wybranych
bialek dziwi brak warunkow, ktére sprzyjalyby natywnemu pofaldowaniu RNA przed
inkubacjg z biatkami.

Na jakie procesy moze mie¢ wplyw zaburzona réwnowaga oddziatywan ProQ i Hfg?
Czy wytworzone modele badawcze (bakteryjno/plazmidowe) mozna wykorzysta¢é w celu
zbadania pewnych hipotez na ten temat? Na przyklad zdolno$¢ adaptacji do zmienionego
srodowiska., o ktorej wielokrotnie wspomina Kandydatka w doktoracie lub inne procesy
zwigzane z konkretnym RNA.

W Dyskusji Autorka zwiezle formutuje perspektywy dalszych badan. Szczegdlnie
interesujgce wydaje mi si¢ zidentyfikowanie wspolnych motywow sekwencyjnych Iub
strukturalnych sRNA, ktére maja znaczenie dla wigzania przez ProQ lub Hfg. Czy =z
dotychczasowych badan mozna niektdre takie (nowe) motywy juz wskazaé?

Kandydatka stusznie wskazuje na zalety i wady metody RIL-seq. Jakg inng metode
mozna by zastosowa¢ (najlepiej rowniez wysokoprzepustowg). by uzupehié¢ badz potwierdzi¢
zebrane wyniki?

Autorka przedstawia analize zmian w oddziatywaniach RNA-RNA na podstawie RIL-
seq (rysunek 32 i 33). Ktore z par odziatywan RNA-RNA wydajg si¢ interesujace do dalszych
badan z perspektywy wplywu struktury sSRNA na wigzanie odpowiedniego bialtka?

Mam tez drobne uwagi jezykowe. Zwracam uwage. juz na przyszio$¢, na uwazne
tlumaczenie z jezyka angielskiego. co oczywiscie przysparza czgsto klopotéw. Bezposrednie
ttumaczenie, ktore zakonczylo sie sformutowaniem tyvtulu rozdzialu: 4.6.4. ..Technika
oddziatywania RNA przez ligacj¢ i sekwencjonowanie (RIL-seq)” brzmi niegramatycznie i po
prostu zle.



W procedurach pojawia si¢ czgsto sformutowanie ,,zawieszono w wodzie/buforze™ (np.
str. 40) substancji, ktore po prostu sie¢ w wodzie rozpuszczajg. ..Zawieszanie” kojarzy sie z
substancjami nierozpuszczalnymi.

Powyzsze uwagi i watpliwosei w zaden sposdb nie obnizajg mojej wysokiej oceny pracy
doktorskiej.

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr
Marii Danuty Mamonskiej spelnia wymogi merytoryczne i formalne stawiane pracom
doktorskim, zgodne z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1668, z pdzniejszymi zmianami; tekst jednolity: Dz.U. z 2024 r.,
poz. 1571, z pdzniejszymi zmianami) - i dlatego wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Marii
Danuty Mamonskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



