Instytut Biochemii i Biofizyki o 20 0 0
. Polskiej Akademii Nauk

Pawifiskicga 52 02.106 Warszawa: tob +48 22592 21 45; fax: + 4827 632 21 90; comai: seorctarivio@ikb . waw.pl: b /hwww.ibh. waw. pl

prof. dr hab. Grazyna Jagura-Burdzy Warszawa 20.01.2018
Zaklad Biochemii Drobnoustrojow

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

02-106 Warszawa

ul. Pawinskiego 5A

Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Olesi Werbowy pt. "Molekularne mechanizmy odpowiedzialne za stabilne
dziedziczenie oraz rozprzestrzenianie plazmidow niosacych systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu II”
wykonanej w Katedrze Mikrobiologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierownictwem prof. dr hab. Tadeusza
Kaczorowskiego.

Zagadnienie stabilnego dziedziczenia plazmidéw jest bardzo istotne nie tylko ze wzglgdow czysto
poznawczych ale i aplikacyjnych. Zrozumienie mechanizmow stabilizujacych plazmidy w populacji moze
pozwoli¢ dowolnie modyfikowac stabilno$¢ wektorow dla potrzeb biotechnologicznych czy ulatwiac
eliminacje¢ plazmidéw np. odpowiedzialnych za szerzenie si¢ antybiotykoopornosci wsrod szczepow
klinicznych. Odkrycie w koncu lat 90-tych przez Kobayashi 1 wsp. udzialu kodowanych plazmidowo
systemdw restrykcja-modyfikacja w stabilizacji plazmidow zaliczylo je do mechanizmow stabilizacyjnych
podobnych do toksyna-antytoksyna i okre$lanych jako addykcyjne. Utrata przez dzielaca si¢ komorke
plazmidu z systemem RM sprawia, ze ilos¢ pozostalej w cytoplazmie metylazy nie zabezpiecza nowo
replikowanego DNA przed restryktaza co prowadzi do degradacji genomu i $mierci komorki, w populacji
pozostajg wiec komorki z plazmidem przenoszacym RM.

1. Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje trzy spojne tematycznie prace oryginalne, z
ktorych dwie opublikowane zostaly w PloS One a jedna w Plasmid w latach 2015-2017. W pracach tych o
tacznym wspdtczynniku istotnosei IF 7,55 mgr Olesia Werbowy jest pierwsza autorka a z oSwiadczen
wspolautorow dotgczonych do rozprawy wynika, Zze petnita ona wiodacg rol¢ w planowaniu 1 wykonaniu
czesci eksperymentalnej, opracowaniu wynikéw a takze wspotuczestniczyla w pisaniu manuskryptow.
Zalaczone publikacje poprzedzone sa w rozprawie krotkim 5- stronicowym streszczeniem wynikow i
konkluzji prac. Podana jest rowniez informacja o zrodtach finansowania: grancie NCN, w ktoérym autorka
petnita funkcje wykonawcy i grancie Mlodego Badacza, w ktérym byla kierownikiem i wykonawca.
Podsumowujac oceng formalna stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spelnia podstawowe kryteria

przyjete dla tego typu opracowan.



2. Ocena merytoryczna

Taki charakter rozprawy doktorskiej wiasciwie zwalnia recenzenta z jego ol:)’(‘)wiqzk(’)w oceny
merytorycznej rozprawy, z wyjatkiem oceny formalnej zataczonych dokumentéw (jak wyzej). Oceny
merytorycznej dokonali juz recenzenci czasopism, w ktorych opublikowano te artykuty.

Rozprawa doktorska zawiera 5-stronicowe streszczenie zatgczonych trzech prac. Z punktu widzenia
recenzenta uwazam, ze wprowadzenie do zagadnienia stabilnosci plazmidow powinno by¢ potraktowane
znacznie szerzej a znaczenie uzyskanych wynikoéw skomentowane na tle danych literaturowych. Na
podstawie kilku stron streszczenia trudno mi oceni¢ wiedz¢ autorki czy umiej¢tnos¢ poruszania sie¢ w
literaturze na poparcie swoich tez. Dodatkowo, tytut ,,Molekularne mechanizmy odpowiedzialne za stabilne
dziedziczenie oraz rozprzestrzenianie plazmidéw niosacych systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu II”
sugeruje analize wiecej niz jednego plazmidu z okre$lonym systemem RM a rozprawa dotyczy jednego
modelu plazmidowego. Do tego autorka powinna odnies¢ sie¢ we wstepie.

W czasie czytania tych trzech prac nasungly mi si¢ pewne uwagi 1 pytania, ktore przedstawiam
ponizej i proszg o komentarz.

Celem pracy doktorskiej byla analiza mechanizmoéw odpowiadajacych za stabilne utrzymywanie si¢
i rozprzestrzenianie si¢ plazmidu pEC156. Plazmid ten wyizolowano ze szczepu Escherichia coli E1585-68
o serotypie O156 i nalezy on do wysokokopijnych plazmidéw typu ColEl. Jak inne plazmidy
wysokokopijne 1 ten plazmid segreguje losowo a odpowiednio wysoka liczba jego kopit w komorce jest
zabezpieczana przez system miejscowo specyficznej- rekombinacji Xer/cer, od ktorego zalezy
monomeryzacja dimerow/multimeréw tworzacych si¢ w czasie replikacji czy w wyniku rekombinacji
homologicznej migdzy identycznymi kopiami. Interesujagcym aspektem tego plazmidu jest przenoszenie
systemu restrykcji-modyfikacji EcoVIII (typu II) i rola tego systemu w stabilnym utrzymywaniu si¢
plazmidu poprzez sugerowane post-segregacyjne zabijanie komorek, ktore utracity plazmid. W pierwszej z
prac w Plasmid (2015) potwierdzono bardzo istotna role systemu Xer/cer 1 mniej istotng stabilizacyjng rolg
systemu RM.

W kolejnej pracy zaproponowano model teoretyczny, ktoéry miat pomaga¢ w analizie stabilnosci
plazmidow w populacjach bakterii. Plazmidem modelowym byt pEC156 1 jego warianty pozbawione locus
cer lub/i systemu RM. Do badan wiaczono szczep E. coli typu dzikiego, mutanta pcnB, w ktdrym plazmidy
ColEl maja niskg liczbg kopii (1-2 na chromosom) i szczep sbcA o podwyzszonej zdolnosci do
rekombinacji homologicznej. Uzyskane dane do$wiadczalne staty si¢ podstawa modelu matematycznego
opracowanego przez wspolautora pracy. W zalozeniu modelu przyjgto rézne uproszczenia np., ze kazda
czgsteczka plazmidu replikuje si¢ raz w czasie cyklu komérkowego. Czy doktorantka moze ustosunkowac
sie do danych literaturowych na ten temat? Co wiadomo o mechanizmach regulacji liczby kopii kazdego
plazmidu w komorce? Czym uwarunkowane byto ich pominigcie w tym modelu?

W trzecie] pracy wykazano, ze plazmid pECI156 jest plazmidem mobilizowalnym przez dwa

plazmidy koniugacyjne F (IncF1) i R64 (Incll) o waskim spektrum gospodarzy (Enterobacteriaceae).



Wykazano negatywny wplyw obecnosci systemu RM na plazn{iazié pEC156 w biorcy na czgstos¢
powstawania transkoniugantéw z plazmidem F co wynikalo prawdopodobnie z obecnodci w plazmidzie F
miejsc rozpoznawanych przez restryktaz¢ EcoVIIL. Aktywny system RM w dawcy (na pECI156) obnizat
zdolnosci koniugacyjne F i mobilizacyjne plazmidu F (w stosunku do pEC156) migdzy réznymi gatunkami
Enterobacteriaceae ale nie pomiedzy szczepami E. coli. Jak to mozna interpretowac?

Bardzo interesujgee byly wyniki dotyczace wplywu obecnoéci systemu RM na uwalnianie DNA
plazmidowego do podtoza. Czy wykazano liz¢ komorek a jesli tak to jak wydajny jest to proces?

Chciatabym dodatkowo prosi¢ doktorantke

-0 krotkie podsumowanie postulowanych funkcji systemow restrykcji-modyfikacji w bakteriach, ze
szczegdlnym uwzglgdnieniem systemdéw RM kodowanych plazmidowo;

- oraz o porownanie ,,obronnych” wiasciwosci systeméw RM 1 CRISPR-cas.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Olesi Werbowy spetnia
wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnosze¢ zatem do Rady Naukowej Wydzialu Biologii

Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Olesi Werbowy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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