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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Marii Danuty Mamonskiej
pt., ,Kompetycja pomiedzy biatkami wigzacymi czasteczki RNA u Escherichia coli”

o Wstep

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Marii Mamonskiej wpisuje si¢ w
bardzo aktualny nurt badan nad potranskrypcyjna regulacjg ekspresji gendow u bakterii. Na
wstepie, nalezy podkreslié, ze w ostatnich latach stato sie jasne, ze mate niekodujace
czasteczki RNA (sRNA) nie stanowia jedynie uzupetniajgcego elementu regulacyjnego, lecz s3
elementem jednego z podstawowych mechanizmdw, regulujacych szybkie dostosowanie sie
komérki bakteryjnej do zmiennych warunkéw $rodowiskowych. Co wazne, aktywnos¢ sRNA
jest nierozerwalnie zwigzana z dziataniem biatek wigzacych RNA, ktére determinuja stabilnosc¢
regulatorowych RNA, dostepnos¢ miejsc oddziatywania z mRNA, a takze efektywnos¢
tworzenia kompleksow RNA-RNA.

Na tym tle szczegdlnie interesujace sg biatka Hfq oraz przedstawiciele rodziny FinO, w tym
ProQ i FinO, poniewaz posiadajg one wazne znaczenie fizjologiczne w komorce bakteryjnej,
jednakze pomimo wczesnego ich odkrycia, nadal nie znane sq w petni mechanizmy selekcji
docelowych sRNA. Dotychczasowe badania wykazaty, ze biatka te rozpoznaja czgsciowo
naktadajace sie pule transkryptéw, jednak w dalszym ciggu otwarte pozostaje pytanie, jakie
cechy sekwencyjne, strukturalne i kontekst ich ekspresji w komorce, decyduja o
preferencyjnym wigzaniu konkretnych czasteczek sRNA przez poszczegolne biatka. W tym
kontekécie, Autorka rozprawy trafnie identyfikuje luke poznawczg i podejmuje szeroko
zakrojone badania, majace charakter wielowymiarowy. Pani mgr Maria Mamonska,
skoncentrowata sie na Escherichia coli, czyli modelu eksperymentalnym o fundamentalnym
znaczeniu dla biologii molekularnej, a zarazem organizmie, w ktérym wspotwystgpowanie
biatek Hfg, ProQ i FinO tworzy szczegdlnie interesujacy uktad biologiczny. Juz na etapie
koncepcyjnym nalezy wysoko oceni¢ przyjecie strategii taczacej podejscie biochemiczne,
strukturalne, z wykorzystaniem technik wysokoprzepustowych. Takie holistyczne ujecie
pozwala bowiem przej$¢ od prostego pytania na temat, np. mechanizmu wigzania sRNA do
badanego biatka, do znacznie glebszego zagadnienia, mianowicie do zrozumienia zasad
selektywnosci, kompetycji oraz funkcjonalnej wspdtzaleznosci biatek wigzacych sRNA w
komérce bakteryjnej. Warto podkresli¢, ze problem badawczy zostat sformutowany bardzo
precyzyjnie, tj. Autorka nie pyta tylko o ogélny mechanizm wigzania sRNA z ProQ lub Hfq, ale
dazy do uchwycenia molekularnych determinant rozpoznawania oraz do wykazania, w jaki
sposdb determinanty te przektadaja si¢ na aktywnos$¢ biatek w uktadzie in vivo. Taka
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konstrukcja celéw $wiadczy o dojrzatym rozpoznaniu problemu naukowego co determinuje
dalsze kroki badawcze, ktére zostaty przeprowadzone z wysoka starannoscia, wykorzystujac
szeroki wachlarz technik analitycznych.

e Ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny ukfad, wtasciwy dla tego typu
opracowan. Obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, jasno sformutowany
cel pracy, rozdziat materiaty i metody, wyniki, dyskusja i wnioski. Praca zostafa napisana w
jezyku polskim, przy zachowaniu wysokich standardéw merytorycznych i formalnych.
Wszystkie informacje w tym, opis materiatéw i uzytych metod, oraz dane eksperymentalne
przedstawiono w sposob nad wyraz rzetelny i uporzadkowany, z uzyciem czytelnych rycin,
tabel, ktérym towarzyszy spojna narracja naukowa, co wskazuje na bardzo wysoki
profesjonalizm w prezentacji wynikéw naukowych.

Pierwszy nurt badawczy dotyczyt znaczenia sekwencji nukleotydowych otaczajacych spinki
terminatorowe, ktére moga determinowac specyfike wigzania roznych sRNA przez biatka ProQ
i FinO. Uwazam te czes$¢ rozprawy za szczegélnie waing, poniewaz Autorka skupifa sie na
dostarczeniu kluczowych informacji na temat specyfiki dziatania biatek ProQ i FinO. Autorka
wykorzystata sRNA, jak malM-3"i FinP czy RepX, ktére sa rozpoznawane przez badanie biatka,
co waine wykorzystujac starannie zaprojektowane mutanty oraz zamiane sekwencji
nukleotydowych miedzy poszczegdlnymi sRNA preferencyjnie rozpoznawanymi przez ProQ i
FinO. Doktorantka wykazata, ze nawet niewielkie zmiany u podstawy spinki terminatorowej
(np. pojedynczy nukleotyd) moga przeprogramowac preferencje wigzania dla biatek z rodziny
FinO. Wyniki te maja duza wage poznawcza, poniewaz przesuwaja punkt ciezkosci z ogélnego
modelu rozpoznawania terminatora na znacznie subtelniejszy model, w ktérym kluczowy jest
lokalny kontekst sekwencyjny i mikroarchitektura dolnej czegsci struktury terminatorowej.
Szczegblnie przekonujace sa tutaj doswiadczenia kompetycyjne, potwierdzajace, ze
obserwowane réznice nie sa jedynie efektem zmian w powinowactwie mierzonym osobno dla
kazdego biatka, lecz przektadajg sie na realne wspoétzawodnictwo ProQ i FinO o specyficzny
sRNA dla danego biatka. Ta czes$¢ pracy zostata ponadto zwienczona publikacjg w czasopismie
RNA, co dodatkowo potwierdza jej wysoki poziom merytoryczny. W ramach
przeprowadzonych badan, nasuwa si¢ pytanie czy byto by zasadne sprawdzenie stabilnosci
struktury zmutowanego sRNA, a tym samym czy mutacja nie wptywa negatywnie na strukture
i na powinowactwo sRNA do badanego biatka. Ponadto, czy jest mozliwe rozwinigcie, czy
potwierdzenie tych badarn w przysztosci i sprawdzenie, w jakim stopniu zidentyfikowane
determinanty sekwencyjne zachowuja swa site rozdzielcza takze w warunkach in vivo dla
sztucznie przeprojektowanych sRNA.

Drugi nurt badan poswiecono znaczeniu wybranych reszt aminokwasowych domeny FinO
biatka ProQ dla wigzania sSRNA w komérkach E. coli. Jest to czes¢ bardzo dobrze przygotowana
metodycznie, gdyz faczy wczesniejsze przestanki strukturalne z badaniem funkcjonalnym na
poziomie komérkowym. Autorka uczestniczyta w kompleksowej analiza RIP-seq we wspotpracy
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z zagranicznymi o$rodkami naukowymi, i wykazata, ze mutacje w domenie FinO nie wptywaja
jednolicie na wigzanie wszystkich sRNA, lecz prowadza do zréznicowanych, selektywnych
zmian profilu wigzania. Za szczegdlnie wazne uznaje wykazanie kluczowego znaczenia reszty
R80, ktérej mutacja ostabiata oddziatywanie z licznymi sRNA, zwtaszcza zwigzanymi z uktadami
toksyna-antytoksyna. Wynik ten nie tylko potwierdza centralng role okreslonych elementow
powierzchni wiazacej biatka ProQ, ale takze porzadkuje hierarchie znaczenia poszczegolnych
reszt aminokwasowych i potwierdza wczesniejsze badania in vitro, wykorzystujac analizy in
vivo. W zwiazku z otrzymanym wynikiem, mam pytanie: jak Doktorantka interpretuje funkcje
R80 w wiazaniu sRNA, spogladajac na problem mechanistycznie. Na wyréznienie zastuguje
rowniez decyzja Autorki, aby pogtebi¢ poczyniong obserwacje na przyktadzie czasteczek SibA i
SibC. Dzieki potaczeniu analiz struktury drugorzedowej RNA z mapowaniem miejsc wigzania do
biatka ProQ, Doktorantka wykazata, ze domena FinO rozpoznaje sRNA zawierajgce motyw
terminatora transkrypcji, natomiast petnej dtugosci biatko ProQ zachowuje zdolnosc¢ wigzania
takze form pozbawionych tej struktury. Jest to bardzo interesujacy rezultat, poniewaz
wskazuje na funkcjonalne wspoétdziatanie domen w obrebie biatka ProQ oraz sugeruje, ze jego
specyfika wiagzania nie moze by¢ redukowana wytgcznie do wtasciwosci izolowanej domeny
FinO. Jednoczeénie analiza footprintingu pokazata, ze wigzanie ProQ i ProQ-NTD wywotuje
lokalne zmiany konformacyjne w sRNA, a wigc nie jest aktem biernego rozpoznania, lecz
zdarzeniem modulujgcym strukture sRNA, co moze mie¢ potencjalne konsekwencje
regulacyjne. W tym miejscu nasuwa sie pytanie, czy obserwowane roznice pomiedzy SibA i
SibC wynikaja jedynie z odmiennosci ich architektury lokalnej, czy réwniez z rdznic
kinetycznych w tworzeniu i stabilnosci komplekséw RNA-biatko.

Trzeci nurt badan, obejmujacy analize kompetycji oraz analiz funkcjonalnej zaleznosci migdzy
biatkami ProQ i Hfq metoda RIL-seq, oceniam jako szczegélnie ambitne podejscie o
charakterze analiz funkcjonalnych. Autorka podjeta probe poznania dynamicznej organizacji
sieci interakcji RNA-RNA w warunkach in vivo, jednocze$nie regulowanych za posrednictwem
dwdch biatek ProQ,i Hfg. Uzyskane wyniki pokazuja, ze zwigkszenie poziomu jednego z biatek
prowadzi do selektywnych zmian w parach RNA-RNA zwiazanych przez drugie biatko, przy
czym kierunek i sita efektu zaleza od konkretnej pary RNA oraz od poziomu nadekspresji
danego biatka. Doktorantka buduje obraz, wykraczajacy poza prosty model bezposredniej
konkurencji o identyczne miejsca wigzania, miedzy biatkami ProQ i Hfq, wskazujac, ze istnieje
pozytywna wspdtzaleznos¢ migdzy poszczegolnymi biatkami. Rozprawa przekonujgco
pokazuje, 7ze ProQ i Hfq tworza dynamiczny uktad regulacyjny, w ktérym konkurencja,
redystrybucja sRNA i posrednie efekty funkcjonalne wspdtistnieja i razem ksztattujg pule
interakcji RNA-RNA w komérce. Za bardzo mocng strone tej czesci pracy uwazam staranng,
wrecz benedyktyriska walidacje systemu nadekspresji i kontrole pozioméw biatek w komorce
oraz umiejetne zestawienie wynikéw RIL-seq z wcze$niejszymi danymi literaturowymi, a tym
samym dogtebna walidacja systemu eksperymentalnego. Szczegdlnie przekonujace jest tu
pokazanie, ze sam obserwowany efekt nie sprowadza sie do prostego zaniku lub pojawienia
sie pojedynczych interakcji, lecz obejmuje bardziej subtelng reorganizacjg sieci RNA-RNA.
Nasuwa sie pytanie co dalej, czy planowane sg badania w kierunku rozszerzenie tej analizy na
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warunki stresowe, w ktorych fizjologiczna presja selekcyjna na przeprogramowanie
interaktomu RNA moze by¢ jeszcze wyrazniejsza.

e Podsumowanie wynikéw

Podsumowujac, rozprawa przedstawia spdjny i jednocze$nie nowy obraz mechanizméw
selekcji SRNA przez biatka ProQ, FinO i Hfq. Autorka wykazata, ze o swoistosci oddziatywan
decyduja nie tylko pojedyncze, izolowane cechy, lecz uktad wielopoziomowy obejmujacy: -
lokalny kontekst sekwencyjny, przede wszystkim u podstawy spinki terminatorowej; -
zdefiniowata poszczegdlne reszty aminokwasowe w domeny FinO biatka ProQ; - oraz pokazata
w skali globalnej funkcjonalne relacje miedzy biatkami wigzacymi sRNA w komorce
bakteryjnej. Przedstawiony model ma wysoka warto$¢ poznawczy, gdyz porzadkuje
rozproszone dotychczas obserwacje i osadza je w jednym, konsekwentnie rozwijanym modelu
biologicznym. W konsekwencji, Doktorantka pokazuje, ze selektywno$¢ wiazania sSRNA nie jest
wiasnoécia pojedynczej domeny czy pojedynczego motywu sekwencyjnego, lecz cechg catego
uktadu obejmujacego strukture sRNA, architekture biatka oraz komorkowy kontekst
konkurencji miedzy poszczegdlnymi biatkami.

Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej nalezy bardzo wysoko oceni¢ warsztat
badawczy Doktorantki. Pani mgr Maria Danuta Mamoriska swobodnie postuguje sie
technikami biologii molekularnej, biochemii RNA oraz technikami wysokoprzepustowymi, a co
réwnie istotne, potrafi taczy¢ dane uzyskane réznymi podejsciami eksperymentalnymi w
spdjna cato$¢é, co $wiadczy o duzej samodzielnosci badawczej, umiejgtnosci formutowania
trafnych hipotez, projektowania do$wiadczern oraz krytycznej analizy wynikow. Na
podkreslenie zastuguje réwniez dojrzato$¢ naukowa widoczna w sposobie prowadzenia
narracji oraz w $wiadomym odrdznianiu wnioskdw bezposrednio wynikajacych z danych od
bardziej ogdlnych implikacji biologicznych. Za dodatkowy argument przemawiajacy na korzys¢
Doktorantki uznaje fakt, ze cze$¢ wynikow zostata juz opublikowana w renomowanym
czasopi$émie miedzynarodowym, a pozostate rozdziaty maja wyrazny potencjat publikacyjny.
Rozprawa pokazuje takze, ze Autorka potrafi efektywnie funkcjonowaé w srodowisku
wspOtpracy miedzynarodowej oraz korzystac z zaawansowanego zaplecza eksperymentalnego
i bioinformatycznego. Wysoko oceniam réwniez przejrzystos¢ przedstawienia celow, logiczny
porzadek rozdziatéw oraz konsekwencje, z jaka kazda czgsc eksperymentalna prowadzi do
nastepne;j.

e Ocena dyskusji

Dyskusja zostata przygotowana bardzo starannie i stanowi mocny element rozprawy.
Autorka nie ogranicza sie do ponownego streszczenia wynikéw, lecz osadza je w szerokim
kontekécie literaturowym i konsekwentnie buduje model biologiczny, w ktérym poszczegolne
czedci pracy wzajemnie dopetniaja caty obraz. Na uznanie zastuguje to, ze dyskusja zachowuje
wtaséciwe proporcje miedzy wnioskowaniem a interpretacjg wynikow. Tam, gdzie dane
pozwalajg na jednoznaczne konkluzje, Autorka formutuje je jasno; tam natomiast, gdzie
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pozostaje przestrzeri dla dalszych badan, sygnalizuje alternatywne mozliwosci i pytania
otwarte. Za cenne uwazam réwniez to, ze w Dyskusji, Doktorantka nie rozprasza si¢ na zbyt
liczne watki poboczne, lecz pozostaje Scisle zwigzana z gtowng osig rozprawy doktorskiej, czyli
z mechanizmami selektywnego rozpoznawania sRNA i z funkcjonalnym znaczeniem kompetycji
pomiedzy biatkami wigzacymi SRNA. W mojej ocenie rozdziat ten dobrze $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki.

e Whniosek korncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Marii Danuty Mamonskiej pt.,
,Kompetycja pomiedzy biatkami wigzacymi czasteczki RNA u Escherichia coli” stanowi
wartoéciowe i oryginalne opracowanie naukowe, wnoszace istotny wktad do badan nad
potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow u bakterii. Autorka wykazata sie bardzo dobrym
przygotowaniem teoretycznym, dojrzatoécig interpretacyjng oraz wysokimi kompetencjami
eksperymentalnymi. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki ustawowe zgodnie z
Prawem o szkolnictwie wyzszym i nauce (podstawa prawna: art. 187 ustawa z dnia 20 lipca
2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce — Dz. U. 2024, poz. 1571 z péin. Zm.) i
wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Marii Danuty Mamoriskiej do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Uwazam, ze rozprawa doktorska zastuguje na wyréznienie, przede wszystkim ze wzgledu
na nad wyraz konsekwentne rozwijanie programu badawczego, kartezjansko uporzadkowany
ukfad eksperymentalny oraz wyjatkowa determinacje w dazeniu do kompleksowego
wyjasnienia mechanizmoéw interakcji migdzy sRNA a biatkami regulatorowymi. Praca stanowi
przykfad dojrzatego, logicznie zaplanowanego i metodycznie dopracowanego projektu
naukowego, ktérego wyniki istotnie poszerzaja wiedzg o potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
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