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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. KAROLINY WILKOWSKIE] pt. ,,Wplyw poziomu
ekspresji systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego EcoRI na efektywnos¢ restrykcji
inwazyjnego DNA”

Rozprawa doktorska Pani Karoliny Wilkowskiej wykonana pod kierunkiem dr. hab. Mariana
Sektasa, prof. UG w Katedrze Mikrobiologii, Wydziatu Biologii i Biotechnologii, Uniwersytetu
Gdanskiego w Gdansku zostata przygotowana zgodnie z wymogami ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki,
jak rowniez rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r.
w sprawie szczegétowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnoSci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu
profesora.

OCENA PRACY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim. Ma uktad
typowy dla prac naukowych o charakterze doswiadczalnym. Rozprawa doktorska liczy 170
stron i zawiera 47 rycin oraz 8 tabel. Sktada sie na nig 11 rozdziatéw, w tym Wstep, Cel pracy,
Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Suplement oraz Literatura. Tekst pracy
poprzedzony jest Spisem tresci, Wykazem zastosowanych skrotow oraz streszczeniem w
jezyku polskim, jak rowniez angielskim. Bibliografia obejmuje 224 pozycje literaturowe. Pod
wzgledem swojej konstrukcji rozprawa jest jak najbardziej poprawna. Na podkreslenie
zastuguje fakt niezwykle starannego wykonania rysunkéw.

Tytut pracy ,Wplyw poziomu ekspresji systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego EcoRI
na efektywno$¢ restrykcji inwazyjnego DNA” odpowiada tresci pracy i jest jednocze$nie
podany jako Cel pracy. Uznaje go za jasno okreslony.

Wstep pracy liczy 34 strony, sklada sie z 7 podrozdziatéw, w ktérych Autorka
wprowadza w tematyke pracy doktorskiej przedstawiajgc kolejno zagadnienia zwigzane z: (i)
roznymi bakteryjnymi strategiami obronnymi przed obcym (nazywanym w pracy
inwazyjnym) DNA, (ii) fagowymi mechanizmami’ przeciwdziatajgcymi zniszczeniu ich DNA
przez systemy restrykcyjne, (iii) budowa i postulowang funkcjg systeméw restrykcyjno-
modyfikacyjnych, (iv) regulacja systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych typu II oraz (v)
aktualnym stanem wiedzy o systemie restrykcyjno-modyfikacyjnym EcoRI i o systemie
rekombinacji miejscowo-specyficznej Xer/cer, ktéry towarzyszy mu na poza
chromosomowym elemencie (plazmidzie). UtoZenie poszczegdlnych zagadnien jest klasyczne

1



,0d ogétu do szczegétu” i jest w tym wypadku jak najbardziej poprawne, gdyz stopniowo
wprowadza czytelnika w omawiang tematyke.

Poniewaz we Wstepie Pani Wilkowska przytoczyta kilka, w mojej opinii, do$¢ $miatych
tez, chciatabym prosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie sie do nich:
1. Dlaczego wysoka specyficzno$¢ rozpoznawanej sekwencji DNA przez endonukleazy
restrykcyjne jest zaskakujgca? Jak, zdaniem Doktorantki, komérka uniknetaby (przetrwataby)
dziatania endonukleazy, ktora nie bytaby wysoce specyficzna?
2. Przed jakimi mechanizmami obronnymi, przypominajagcymi w dziataniu systemy
restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M), uciekatyby (chronityby sie) bakteriofagi RNA w Swiecie
przed DNA?
3. Doktorantka napisata: ,Niektére z endonukleaz potrafig przecina¢ heterodupleks DNA i
RNA, co wskazuje na wytworzenie strategii obronnej bakterii przed bakteriofagami, w
ktérych DNA znajduje sie uracyl, zamiast tyminy.” Jaki jest zwigzek przyczynowo - skutkowy
miedzy faktem, ze niektore endonukleazy restrykcyjne przecinaja heterodupleks DNA i RNA, a
tym, ze niektore (wspotczesne) fagi majg w DNA uracyl zamiast tyminy oraz podang hipoteza?
W RNA jest nukleozyd urydyna, a w DNA deoksyurydyna, innymi stowy heterodupleks DNA i
RNA jest czym$ innym niz dwuniciowy DNA zawierajacy deoksyurydyne. Czy w ogdle sg silne
przestanki poparcia tezy, ze w $wiecie RNA wystepowal on w dwuniciowej a nie w
jednoniciowej formie?
4. Nie znalaztam w literaturze informacji o potwierdzeniu hipotezy iz wirusy glonow
degraduja chromosom swojego gospodarza, aby zapobiec superinfekcji. Wrecz przeciwnie,
znalaztam opisy eksperymentéw temu przeczace. Ponadto dane literaturowe sugeruja, Ze
degradacja DNA gospodarza jest sposobem na przestawienie transkrypcji na wirusowa.
Prositabym wiec Doktorantke o komentarz.
5. Wydaje mi sie, Ze przyjete w literaturze okre$lenie ,sieroca” (ang. solitary, orphan)
metylotransferaza DNA odnosi sie do takiej, ktérej nie towarzyszy enzym restrykcyjny (nie
jest czescig systemu R-M). Czy Doktorantka mogtaby poda¢ przykitad jakiego$ genomu
bakteryjnego kodujgcego metylotransferaze CcrM, Kktérej towarzyszy niefunkcjonalna
endonukleaza restrykcyjna? W dysertacji CcrM zostata podana jako przykitad tak witasnie
opisanej metylotransferazy DNA.

Jeszcze jedno pytanie, czy sa dane literaturowe dotyczace ewentualnej konkurencji pomiedzy
systemami R-M znajdujgcymi sie w tej samej komorce? Niektore bakterie majg ich kilka czy
nawet kilkanascie, a ponadto wiele wskazuje, Ze sg to samolubne elementy genetyczne.

Rozdzial Materiaty oraz rozdziat Metody przedstawione sg bardzo wyczerpujaco. Ta
cze$¢ pracy, dos¢ obszerna, zawiera wszystkie niezbedne informacje. Protokoty opisane sg w
spos6b pozwalajgcy na powtorzenie wszystkich etapéw badan. Zastosowane procedury nie
budza moich zastrzezen. Czytajac ten rozdziat zwrdcitam uwage na ogrom pracy wiozZonej
przez mgr. Wilkowska w wykonanie badan. Stworzyta ona ponad 30 nowych konstruktéow
plazmidowych. Ponadto zastosowata, podczas wykonywania pracy, wiele réznych technik
badawczych i analitycznych, czasem napotykajgc na problemy, ktére na biezagco w opisie
dyskutowata. Zastosowane techniki wydajg sie do$¢ prostymi (oprécz qPCR to w zasadzie
klasyczne metody biologii molekularnej i mikrobiologii), ale pracochtonnymi, ze wzgledu na
bardzo duzg liczbe (pomystowo) uzytych konstruktéw plazmidowych.

Wyniki. W pracy uzyskano szereg bardzo interesujacych i warto$ciowych wynikow,
Dzieki uzyciu, wspomnianej wyzej serii konstruktéw plazmidowych, a takze roéznych
wariantow szczepéw Escherichia coli, na modelu systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego
EcoRI, mgr Wilkowska wykazata jak istotna jest optymalizacja ekspresji metylotransferazy



DNA oraz endonukleazy restrykcyjnej. Pokazata réwniez jak tatwo rozchwia¢ te subtelng
rownowage poprzez rézne modyfikacje elementéw regulacyjnych - catego promotora czy
tylko jednej z jego konserwowanej sekwencji. Istotnym osiggnieciem jest wykazanie wptywu
poszczeg6lnych elementéw regulacyjnych, wchodzacych w sktad operonu EcoRI, na jego
ekspresje, a takze szeregu innych, ktére nie sa jego czescig, ale po prostu znajdujg sie w jego
sgsiedztwie.

Uzyskane przez Doktorantke rezultaty rzucajg $wiatto na warunki stabilizacji nowego
dla komoérki systemu R-M. Jesli system R-M znajduje sie na poza chromosomowym mobilnym
elemencie (np. plazmidzie) problemem moze okaza¢ sie, jak wykazata mgr Wilkowska, na
przyktad liczba kopii plazmidu. Z tego powodu, w szczegdlnej sytuacji, nie tylko system R-M,
ale i sam plazmid moze nie utrzymac sie w komorce. Jesli natomiast nowo nabywany system
R-M jest wprowadzany do chromosomu o poziomie ekspresji, kodowanych przez niego
genéw, moga zdecydowac elementy regulacyjne sgsiedztwa miejsca jego integracji.

Mgr Witkowska zademonstrowata réwniez warunki (tj. wysoki poziom ekspresji
genow R-M EcoRI), w ktérych stabilny w komdrce system, postulowany jako obronny
(chronigcy integralno$¢ chromosomu) staje sie toksyczny (doprowadza do degradacji
chromosomul).

Uzyskane rezultaty pozwalaja réwniez na refleksje iz systemy restrykcyjno-
modyfikacyjne typu II, ktére prawdziwy boom zainteresowania majg dawno za sobg (lata 80-
90 XX wieku), kryja przed nami jeszcze wiele tajemnic, dlatego wcigz, w mojej opinii,
pozostajg niezwykle ciekawym modelem badawczym.

W koncowej czgéci pracy mgr Wilkowska sformutowata 9 wnioskéw, ktére zostaty
wypunktowane w Podsumowaniu. Wnioski te sa merytorycznie poprawne i znajdujg oparcie
w wynikach badan Doktorantki. MozZna je réwniez uzna¢ za najistotniejsze osiggniecia
przedtozonej dysertacji.

Chciatabym podkredli¢, ze dorobek naukowy Doktorantki obejmuje publikacje (w
ktorej jest pierwszym autorem) w bardzo dobrym czasopi$mie DNA Research (IF 4,0) Low-
level expression of the Type II restriction-modification system confers potent bacteriophage
resistance in Escherichia coli. Wilkowska K, Mruk I, Furmanek-Blaszk B, Sektas M. DNA Res.
2020;27(1):dsaa003., ktéra zawiera wyniki prezentowane w ocenianej rozprawie, co jest to
dodatkowym potwierdzeniem warto$ci naukowej przedstawionych badan.

Natomiast z przykro$cia zauwazylam pospiech i brak nalezytej starannosci w
ostatecznej redakcji dysertacji. W tekscie pozostaly bardzo liczne usterki gramatyczne,
sktadniowe i stylistyczne oraz lapsusy jezykowe. Praca zawiera tez liczne btedy edytorskie,
ktore wptywaja na odbiér merytoryczny tresci zawartych w pracy. Wyeliminowanie tych
btedéw i usterek pozwolitoby na tatwiejsze skoncentrowanie uwagi czytelnika na meritum.
Pozwole sobie na wskazanie przyktadow:

1. Uzywanie pojecia ,restrykcja”. W moim odczuciu jest to kalka z jezyka angielskiego, a w
jezyku polskim to stowo ma inne znaczenie. Ale, chociaz troche mi przeszkadzato, byto ono
konsekwentnie uzywane.

2. Uzywanie pojecia ,efektywny” (z reguty w kombinacji ze stowem restrykcja). W jezyku
polskim jest to synonim okreslenia ,wydajno$¢” jednakze w odniesieniu do rekcji
biochemicznych, ekspresji, produkcji, mechanizméw biologicznych zdecydowanie lepszym (i
najczesciej uzywanym) jest wiasnie okreslenie ,wydajnos$¢” (tj. wytwarzanie czego$ w duzej
ilosci). Niestety Doktorantka naduzywata pojecia , efektywny” umieszczajgc go w przeréznych
kontekstach, co skutkowato kuriozalnymi jezykowo konstrukcjami. W wiekszo$ci wypadkow



wystarczytoby usung¢ stowo ,efektywny”, albo zamieni¢ je na stowo ,poziom”. Ponizej seria
przyktad6w [w nawiasie moja propozycja poprawy]:

s. 90 niski poziom efektywnosci restrykcji [niski poziom restrykgji]

s. 92 brak zdolnosci do efektywnej restrykcji [niski poziom restrykcji]

s. 98 przyczyna roéznicy w efektywnosci restrykeji [przyczyna réznicy w poziomie
restrykcji]

s. 98 wptyw na poziom efektywno$ci transkrypcji [wptyw na poziom transkrypcji]

s. 99 wysoko$¢ efektywnej restrykcji [wydajnos¢ restrykcji]

s. 100 badanie relatywnej efektywnosci promotora [badanie sity promotora]

s. 117 tylko nieznaczna efektywnos¢ restrykcji [niski poziom restrykcji]

3. Przyktady nieporadnosci jezykowej [w nawiasie propozycja poprawy]:

s. 5 restrykcja byt nizsza o 3 rzedy réznicy

s. 5 mozliwa jest odwracalna zmiana funkcjonalnej efektywnosci systemu

s. 23 wyszczegolniono kilka podtypéw [wyrdzniono]

s.24 na system R-M typu IV przypada jeden lub dwa geny

s.24 ciecie przebiega w odlegtosci ok. 30 nt [ma miejsce]

s.28 brak wzoru metylujacego

s.29 Drugim mechanizmem regulacyjnym jest jej rola

s.32 podczas zajmowania miejsca w komérce

s.35 dwa promotory, z ktérych zachodzi poczatek transkryptu

s.90 Maksymalna warto$¢ restrykcji zostata zbadana. [Kontrola, punkt odniesienia.
Bakterie bez systemu R-M, tu uzyskano maksymalne miano]

s.106 podjednostki promotora (-35 oraz -10) [segmenty, konserwowane sekwencje]
s.106 delecja konserwatywnej tyminy [konserwowanej]

s. 111 przekroczenie ponizej progu optymalnego poziomu

s. 112 jest to zalezne wprost od poziomu [bezposrednio]

s.113 operon EcoRI zlokalizowany na plazmidzie pIM-RM kilkukrotnie zapewnia
wyzszy poziom produkcji endonukleazy restrykcyjnej

s. 114 Kontrolg stanowigcg brak genu reporterowego byty komérki E. coli

s. 141 Wyniki tej pracy odno$nie powigzania funkcjonowania systemu R-M [w
odniesieniu do]

s. 141 nalezy mie¢ swiadomo$¢

s. 143 W innych spokrewnionych plazmidach rejon w obrebie miejsca wigzania XerD w
ogole nie stwarza mozliwosci dla zaistnienia potencjalnej sekwencji -35

s. 144 Wyniki efektu ekspresji '

s. 145 Z uzyskanych w tej pracy wyniko6w wydaje sie,

s, 145 akty autodestrukcji chromosomu

s. 148 kolonie bakterii z plazmidem [..] majg sktonno$¢

s. 148 pozwolity na poréwnanie stopnia utrzymywania sie plazmidéw [stabilnosci]

s. 148 zréznicowany efekt zywotnos$ci komorek

s. 148 powoduje presje na utrate plazmidu

s. 148 w przypadku testu, w ktéorym plazmid pIM-RM znacznie szybciej ulegat
eliminacji z komoérek bakteryjnych na tle szczepu defektywnego w R-M [w odniesieniu
do]

4. Przyktady nieScistosci/btedy merytoryczne:

Enzym Mom nie przytgcza grupy metylowej do adeniny w sekwencji GATC



bakteriofagi Bacillus PBS1 oraz PBS2, a nie PSB1 oraz PSB2

chlorella wirus PBCV-1 a nie BCV-1

s. 19 podrozdziat Funkcje systeméw R-M: ,endonukleazy restrykcyjne [.] mogg
przeprowadzac ciecie poza sekwencja rozpoznawang, co opisuje sie jako aktywnos$¢
typu star”. To jest przekltamanie. Endonukleazy restrykcyjne typu I i III ZAWSZE
przeprowadzajg cigcie poza sekwencja rozpoznawang (i nie nazywamy tego aktywnos$¢
typu star). Endonukleazy restrykcyjne typu IIS réwniez przeprowadzajg ciecie poza
sekwencjg rozpoznawana.

s. 21 ,metylotransferaza wptywa na ekspresje czynnikow” wirulencji, a nie
wirusowych, co wptywa na patogennos$¢ niektérych bakterii (przyktad - ekspresja
operonu pap)

s. 21 ,do tej pory opisano ponad 5 tys. system6w R-M (baza REBASE)

s. 22 W podrozdziale ,Systemy R-M typu I” - ,Produkt ostatniego z gendéw, hsdR,
jednocze$nie z pozostaltymi dwoma warunkuje restrykcje w obrebie specyficznej
sekwencji DNA”. Nieprawda, gdyz endonukleazy typu I tng DNA poza sekwencjg
rozpoznawanag.

s. 22 ,Cecha charakterystyczng systeméw typu II jest strukturalna i funkcjonalna
rozdzielno$¢”. Doktadnie to samo mozna powiedzie¢ o enzymach typu I i III, ktére
sktadaja sie¢ z (odrebnych) polipeptydéw. Dodatkowo, to twierdzenie jest
nieprawdziwe w przypadku dos$¢ duzej grupy systeméw typu II, ktére tgczg
aktywnosci endonukleolityczng i metylujacg w jednym wspdélnym polipeptydzie
(podtypy IIC oraz niektoére IIB)

s. 14 ,Bakteriofagi w odpowiedzi na obecno$¢ systeméw restrykcyjno-
modyfikacyjnych wytworzyly zréznicowane mechanizmy”

s. 14 ,Bakteriofagi produkuja réwniez wtasne biatka”

s. 15 ,Bakteriofagi wyewoluowaty mnéstwo mechanizmow”

s. 15 ,bakterie wyewoluowaty nietypowe endonukleazy restrykcyjne”

5. Przyktady kalek z jezyka angielskiego:

protekcja [ochrona]
s. 36 ,bliskos¢ potozenia czyni potrzebe oméwienia jego budowy”
boxy [segmenty, odcinki]

6. Przyktady skrotow myslowych:

s. 101 ,,aktywny proces antyterminacji ma niewielki wptyw na zwiekszenie wydajnosci
restrykcji wirusowego DNA w plazmidzie pACYCeco”

s. 105. Podpis pod ryc. 21: ,Wykres przedstawia wyniki miana bakteriofaga A
uzyskanych dla bakterii z plazmidami dla plazmidéw pACYCeco, pIM-RM oraz
pACYC184 (R-M-) uzyskanych w bakteriach (od prawej) E. coli wariant argR (DS956),
pepA (DS957), xerC (DS9008), xerD (DS981) oraz szczep typu dzikiego (AB1157).”

s. 107 ,pomimo jego nukleotydowego potencjatu w pozycji -14i-16"

s. 107 ,przedtuzony promotor -10”

7. Przyktady uchybien edytorskich:

s. 1010. Podpis pod ryc. 25: , Lizaty bakteryjne z odpowiednimi lizatami rozdzielono na
[..] zelu”

s. 124. Nie usunigto fragmentu niedokonczonego zdania: ,Przygotowane preparaty
mikroskopowe komorek”



s. 129 "Autorestrykcja komérkowego DNA w komérkach z wysokim poziomem
metylotransferazg EcoRI” g

s. 133 Zdanie dla mnie niezrozumiate: ,Potwierdzeniem réznego poziomu produkcji
miedzy R-M a odmiennych zdolnos$ci do metylacji komérkowej..”

s. 23 brak numeru odniesienia do Tabeli [1]

s. 27 uzycie (znienacka) skrétu RE, a na s. 28 skrotu MT.

8. Antropomorfizm - nagminne uzywanie okreslenia ,posiadac”.
9. Literowki np. w podpisach do rysunkéw 11 i 20.

10. Nagminne uzywanie okreslenia ,cel”. W wiekszosci wypadkéw uzycie tego stowa w opisie
metod (uzycie kilkadziesigt razy) byto zbedne np. ,celem zapobiegniecia wzrostowi
bakteryjnemu” [aby zapobiec], ,po worteksowano celem otwarcia komoérek bakteryjnych”.
Natomiast najwieksze zastrzezenie mam do uzywania okreslenia ,cel” aby uzasadni¢ celowo$¢
istnienia jakiego$ zjawiska czy dziatania jakiego$ biologicznego mechanizmu. Przykiady
(gtéwnie z rozdziatu Wstep):
e Endonukleaza ma na celu przeciecie nici DNA
e [systemy abortywnej infekcji] Maja one na celu zaktdocenie replikacji bakteriofaga,
e [blokowanie injekcji obcego DNA] ma [..] na celu niedopuszczenie do zainfekowania
komorki innymi bakteriofagami.
e [enzymy] maja na celu restrykcje kazdego inwazyjnego DNA
e pierwotna zmiana z materialu genetycznego typu RNA do DNA wystgpila w
bakteriofagach celem unikniecia mechanizméw obronnych bakterii
e celem zapobiegniecia autorestrykcji materiatu genetycznego
e celem obnizenia jej ekspres;ji
¢ majg na celu inhibicje
Nawigzujgc do powyzszej krytycznej uwagi chciatabym pozna¢ opinie Doktorantki na temat
celowosci ewolucji i w ogble celowo$¢ w przyrodzie.

Na zakonczenie musze¢ podkresli¢, ze moja ogdlna ocena pracy doktorskiej jest w pelni pozytywna.
Wigkszos¢ moich krytycznych komentarzy dotyczyta kwestii edytorskich i jezykowych (wynikaly
one gldwnie z obowiazku recenzenta), co nie wplyneto na oceng¢ merytoryczng wartosci rozprawy.
Uwagi te nie podwazaja uzyskanych wynikéw i poprawnosci ich interpretacji. Podsumowujac,
dysertacj¢ mgr Wilkowskiej nalezy uzna¢ za samodzielnie rozwigzany problem badawczy przy
uzyciu adekwatnej metodyki badaf, co jest ustawowym wymaganiem stawianym rozprawom
doktorskim.

WNIOSKI KONCOWE

Przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i
stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego. Stanowi tez dowoéd
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia przez Doktorantke prac naukowych w
zakresie biologii molekularnej bakterii. W zwiazku z powyiszym wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr. Karoliny
Wilkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
. s / /’. s /)/ -
Dr hab. Monika Radliriska &\p AL VRS



