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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Dawida Koscielniaka, pt.

»Nieprogramowany poslizg transkrypcji: analiza porownawcza bakteryjnej
(Escherichia coli) i bakteriofagowej (T7) polimerazy RNA”

wykonanej w Katedrze Mikrobiologii, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego,
pod kierunkiem dr. hab. Marian Sektasa, prof. UG.

Proces transkrypcji odgrywa kluczowa role w regulacji ekspresji genéw. Poznano liczne
mechanizmy, gtdwnie operujgce na poziomie inicjacji tego procesu, ktére warunkujg synteze
czasteczek RNA i biatek — zachodzacg z odpowiednig dynamika i we wifasciwym czasie, w
zaleznosci od dziatania réznych bodzcéw pochodzenia endo- lub egzogennego. ROwniez sam
przebieg transkrypcji, gtéwnie w obrebie sekwencji homopolimerycznych, moze mie¢ istotne
znaczenie regulacyjne ze wzgledu na mozliwy poslizg polimerazy RNA, ktdéry prowadzi do
generowania puli zmienionych transkryptow, zawierajgcych insercje lub delecje. Badania nad
tym zjawiskiem koncentrowaty sie gtownie na przypadkach programowego poslizgu
transkrypcji, do ktérego dochodzi w obrebie Scisle okreslonych miejsc w sekwencji. Zdarzenia
takie mogg m.in. przywracaé¢ funkcje zmutowanych gendw, co w przypadku gendw
metabolizmu podstawowego decyduje o przebiegu podstawowych funkcji zyciowych, a w
odniesieniu do gendw transpozaz, stanowi czynnik regulujacy czestosc transpozycji niektorych
transpozonow. Znaczenie biologiczne tego typu zmian jest zatem bardzo duze, lecz wcigz
pozostaje niedoszacowane.

Znacznie mniej wiadomo na temat nieprogramowanego poslizgu transkrypcji, mimo iz zakres
tego zjawiska, wynikajacy z powszechnosci wystepowania sekwencji homopolimerycznych w
genomach bakterii, wydaje sie by¢ znacznie wiekszy. Badanie tego typu zdarzen nie jest proste
i wymaga opracowania i zastosowania odpowiednich modeli eksperymentalnych,
pozwalajgcych na monitorowanie zmian zachodzacych spontanicznie w sekwenciji
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transkryptéw. Tym bardziej nalezy doceni¢ wysitek Doktoranta, ktéry podjat sie w swoje pracy
nietatwego zadania, jakim byta analiza nieprogramowanego poslizgu transkrypciji,
zachodzgcego z udziatem rdéinych polimeraz RNA — wielopodjednostkowej bakteryjnej
polimerazy Eschericha coli oraz jednopodjednostkowej polimerazy bakteriofaga T7.
Wykorzystanie polimeraz o odmiennej strukturze, wtasciwosciach i procesywnosci dostarczyto
ciekawych danych poréwnawczych, co stanowi istotng wartos¢ rozprawy.

Pan mgr Dawid Koscielniak przygotowat rozprawe w formie klasycznego, spdéjnego tematycznie
opracowania. To dos¢ obszerne dzieto, liczace 215 stron, zawiera rozdziaty typowe dla prac o
charakterze eksperymentalnym, tj. Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusje,
Podsumowanie, Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim) oraz Pismiennictwo. W mojej
opinii Streszczenie powinno rozpoczynac rozprawe, wowczas jego lektura juz na wstepie daje
czytelnikowi ogdlne wyobrazenie o zakresie przeprowadzonych prac. Zamieszczenie tego
rozdziatu na koncu pracy, po Dyskusji i Podsumowaniu, powoduje, ze jest on odbierany jedynie
jako powtdrzenie poznanych wczesniej tresci. W pracy zamieszczono takze Wykaz
stosowanych skrétow (cho¢ wymienione sg tam rowniez skrétowce) oraz Suplement
zawierajacy informacje na temat rozmieszczenia sekwencji homopolimerycznych w genomach
E. coli i bakteriofaga T7, a takze szczegdtowe dane na temat polimorfizmu transkryptow
powstajacych w wyniku poslizgu transkrypcji w zastosowanym w pracy ukfadzie
reporterowym.

Rozprawa zostata przygotowana starannie. Drobne niedociggniecia, btedy jezykowe czy
niezreczne sformutowania sg nieliczne i nie wptywajg na pozytywny odbidr catosci. Nalezy
réowniez podkresli¢é duzg dbato$¢ o szate graficzng rozprawy — zamieszczono w niej
przemyslane i odpowiednio opisane ryciny podsumowujgce wyniki kolejnych etapéw czesci
eksperymentalnej. Z obowigzku recenzenta wspomne jedynie, ze na Ryc. 43 sfabo widoczny
jest obraz fluorescencji komoérek po ekspresji gendw fuzyjnych. Zapytam tez jakie sg reguty
stosowania kodu dwu lub trzyliterowy przy oznaczaniu fenotypdw opornosci na antybiotyki —
W pracy pojawiajg sie obie formy w odniesieniu do fenotypéw determinowanych przez
plazmidy? Zwréce takze uwage na brak konsekwencji Autora w stosowaniu skrétu w pisowni
nazwy bakterii Escherichia coli.

Wstep pracy jest klarowny a zawarte w nim informacje s3 wystarczajgce dla zrozumienia
dalszych czedci rozprawy. W kolejnych rozdziatach zawarto, kolejno, krétkie wprowadzenie na
temat klasyfikacji polimeraz RNA, opis poszczegdlnych etapdw transkrypcji zachodzacych z
udziatem analizowanych w tej pracy polimeraz, a w koncowej czesci scharakteryzowano btedy
jakie powstajg podczas procesu transkrypciji. Informacje te przedstawiono na tle aktualnych
danych literaturowych. Ostatnia czes¢ Wstepu, zestawiajgca dane na temat ,niedoskonatosci”
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przebiegu transkrypcji oraz biologicznego znaczenia tego zjawiska byta dla mnie szczegdlnie
interesujgca; podkresla ona takze istotno$¢ podjetej tematyki badawczej. Tresci te sa
bezposrednio zwigzane z watkiem przewodnim rozprawy i odpowiednio prowadzg czytelnika
do postawionego celu naukowego, ktory zostat jednoznacznie i klarownie sformutowany.

Materiaty i metody przedstawiono w dwodch oddzielnych rozdziatach. Zawierajg one informacje
(o zadowalajgcym stopniu szczegétowosci) na temat sposobu przeprowadzenia
poszczegdlnych eksperymentow. Nalezy podkreslié, ze badania wymagaty zastosowania
réznorodnych technik molekularnych oraz stworzenia bardzo duzej liczby zdefiniowanych pod
wzgledem genetycznym konstruktéw plazmidowych, co dowodzi znakomitego warsztatu
badawczego Doktoranta. Moje uwagi krytyczne do tej czeSci pracy dotyczg jedynie zbyt
ogodlnie sformutowanych tytutéw niektérych rozdziatdéw, np. tytut rozdziatu 5.3. ,Indukcja
hodowli bakteryjnej’ powinien brzmieé , Indukcja ekspresji genow w hodowli bakteryjnej”, w
rozdziale 5.7.2. poprawng formg jest , Elektroforeza biatek”, a nie , biatkowa”, a w rozdziatach
5.12 i 5.14. nalezy sprecyzowa¢, ze podane metody dotyczg DNA (np. ,Sekwencjonowanie
DNA”).

Wyniki przedstawiono na 56 stronach rozprawy. Jako model badawczy Doktorant wykorzystat
zmutowany gen metylotransferazy M.Mboll (z przedwczesnym kodonem STOP), w ktérym
poslizg transkrypcji w obrebie sekwencji homopolimerycznych skutkowat powstaniem puli
transkryptéw typowych dla dzikiej wersji genu. Uktad ten umozliwit pordwnanie efektywnosci
poslizgu transkrypcji zachodzacego z udziatem rdéznych polimeraz RNA, bakteryjnej i
wirusowej, a takze pozwolit na zbadanie wptywu jaki wywiera na to zjawisko specyfika
sekwencji homopolimerycznych oraz czynniki komérkowe zaangazowane w proces elongaciji
transkrypcji.

Ciekawg obserwacjg, jakg poczynit Doktorant w pierwszym etapie badan, byto stwierdzenie
nieefektywnej ekspresji zmutowanego wariantu genu metylotransferazy, zachodzacej z
udziatem bakteryjnej polimerazy RNA. Byt to dos¢ zaskakujacy wynik, ktérego wyjasnienie
wymagato podjecia dalszych dziatan. Wykorzystujagc odpowiednio skonstruowane uktady
badawcze Doktorant wykazat, ze wprowadzeniu dodatkowego kodonu STOP w genie M.Mboll
towarzyszy efekt polarnosci transkrypcji, ktory prowadzi do przedwczesnej terminacji tego
procesu. Dowiodt rowniez, ze terminacja ta nie jest zalezna od biatka Rho, lecz wynika z
niestabilnosci dystalnej czesci powstajgcych transkryptéow, bedacych preferencyjnym celem
dziatania endorybonukleaz komdrkowych. W kolejnych etapach tej czesci pracy Doktorant
badat takze wptyw innych czynnikdw na efektywnosé poslizgu transkrypcji, biorgc pod uwage
m.in. (a) tempo syntezy mRNA (zastosowat w tym przypadku zmutowany wariant polimerazy
RNA faga T7 o zmniejszonej aktywnosci), (b) liczbe kopii genu reporterowego (co wymagato
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m.in. wprowadzenia tego genu do chromosomu), a takze (c) wptyw kompleksu
antyterminacyjnego nutlL/N bakteriofaga lambda. Wykorzystujgc metode NGS okreslit takze
polimorfizm transkryptow generowanych przez polimeraze RNA E. coli w proksymalnej czesci
delecyjnego wariantu genu reporterowego, co przyniosto wyniki wskazujgce na preferencje
poslizgu transkrypcji w obrebie niektdrych sekwencji homopolimerycznych oraz na istotnosé
otoczenia nukleotydowego homopolimerdow.

To ostatnie zagadnienie, preferencji polimeraz RNA do poslizzu w obrebie okreslonych
sekwengji, zostato rozwiniete i poddane kompleksowym analizom w drugiej czesci rozprawy.
Doktorant skonstruowat i wykorzystat do tego celu serie odpowiednio zaprojektowanych
uktadéw genetycznych — w formie fuzji translacyjnych sekwencji homopolimerycznych z
genem reporterowym gfp, znajdujgcych sie pod kontrolg réznych systemoéw ekspresyjnych.
Badania te nie byty tatwe do przeprowadzenia — wymagaty odpowiedniej standaryzacji
uktaddéw, uwzgledniajgcej m.in. wptyw zmian wprowadzonych w sekwencji aminokwasowej na
N-koncu Gfp na zdolnosci fluorescencyjne powstajgcych wariantéw tego biatka.

Podsumowujgc Wyniki nalezy podkreslic, ze opisane w tym rozdziale badania wymagaty od
Doktoranta bardzo duzego nakfadu pracy, praktycznej znajomosci wielu metod z zakresu
genetyki i biologii molekularnej oraz szczegétowej wiedzy eksperckiej z zakresu biologii.
Efektem przeprowadzonych badan sg zaréwno ogélne, jak i szczegdtowe obserwacje, ktére w
istotnym stopniu wzbogacajg wiedze na temat nieprogramowanego poslizgu transkrypcji.
Wskazuja one m.in. (a) na powszechno$ci tego zjawiska, (b) na znaczace réinice w
predyspozycji testowanych polimeraz do generowania zmian podczas transkrypcji, a takze
réznice w preferencji insercji okreslonych nukleotyddw podczas poslizgu transkrypcji, (c) na
istotnos¢ wtasciwosci sekwencji homopolimerycznych (dtugosci sekwencji, rodzaju
nukleotyddw i ich kontekstu) w generowaniu i efektywnosci poslizgu transkrypcji, a takze (d)
na role efektu polarnosci transkrypcji w ograniczeniu skutkéw poslizgu zachodzacego z
udziatem polimerazy RNA E. coli.

Uzyskane wyniki zostaty rzeczowo oméwione na tle aktualnej bibliografii w rozdziale Dyskusja.
Rozdziat ten przynosi réwniez ciekawe zestawienie danych na temat dystrybucji i
rozmieszczenia sekwencji homopolimerycznych w genomach E. coli i bakteriofaga T7, co
stanowi przyczynek do rozwazan na temat potencjalnych skutkow poslizgu transkrypcji w
znacznie szerszym, ogolnokomérkowym zakresie. Rozprawe konczy rozdziat Podsumowanie,
ktéry punktuje najwazniejsze osiggniecia rozprawy.

Dyskusja zostata dobrze poprowadzona. W rozdziale tym znalaztem odpowiedzi na kilka pytan,
ktére pojawity sie w trakcie lektury rozprawy. Chetnie poznam jednak zdanie Doktoranta, na
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ile prawdopodobny jest podwdjny poslizg transkrypcji w réinych homopolimerach
pojedynczego genu (np. kolejno +1 i -1) — zjawisko takie mogtoby potencjalnie skutkowad
powstaniem puli biatek o stosunkowo niewielkich (lecz istotnych) zmianach w sekwencji.
Naturalne uktady genetyczne sg duzo bardziej ztozone niz uktady eksperymentalne. Jaki wptyw
na omawiane w pracy zjawisko moze wywierac interferencja transkrypcji w wyniku aktywnosci
dywergentnie skierowanych promotorow?

W koncowej czesci recenzji chciatbym podkreslié, ze rozprawe Pana mgr. Dawida Koscielniaka
oceniam bardzo wysoko. Doktorant podjaf sie rozwigzania oryginalnego problemu naukowego,
wykorzystujgc do tego celu odpowiednio dobrane metody i techniki molekularne. Nie ulega
dla mnie watpliwosci, ze w petni posiadt on umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych. Dzieki logicznie zaprojektowanym eksperymentom, zastosowaniu wtasciwych
kontroli oraz wnikliwej i krytycznej analizie uzyskanych wynikéw, Doktorant udokumentowat
wiele rzetelnych i wartosciowych obserwacji na temat poslizgu transkrypcji — zjawiska, ktére ze
wzgledu na jego zakres oraz mozliwos¢ generowania licznych subpopulacji mRNA, moze
odgrywac istotng role w regulacji ekspresji gendw, a takze wptywaé na generowanie biatek o
nowych wtasciwosciach. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze znaczna czes¢ wynikow ocenianej
rozprawy zostata juz opublikowana, w 2018 roku, w uznanym periodyku Microbial Cell
Factories (IF 4,4) — zyskata wiec juz wczedniej pozytywne opinie specjalistéw i edytorow
naukowych.

Whiosek koncowy

W mojej opinii oceniana praca w pefni spetnia ustawowe warunki stawiane rozprawom
doktorskim, dlatego zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pana mgr. Dawida Koscielniaka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage wartos¢ naukowg zgromadzonych wynikow
oraz zakres przeprowadzonych badan, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

prof. dr hab. Dariusz Bartosik
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