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dr hab. Anna Philips, prof. ICHB PAN
Pracownia Bioinformatyki
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgra Jana Grzegorza Kosiriskiego,
pt. ,Identyfikacja i charakterystyka rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u bakterii oraz ich
udziatu w odpowiedzi na stres antybiotykowy”

Przedtozona mi do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Zakiadzie Biologii
Obliczeniowej Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem prof. UAM dr hab. Marka Zywickiego.

Rozprawa doktorska mgra Jana Kosinskiego zostata przygotowana w formie manuskryptu
autorskiego liczacego 178 stron. Rozprawa ma nietypowy uktad prac doktorskich w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych. Praca ma hybrydowy charakter, taczac cechy klasycznej monografii naukowej
oraz tematycznie powigzanego zbioru artykutéw naukowych. Oprdcz rozdziatéw w jezyku polskim,
Autor dotgczyt do rozprawy trzy publikacje naukowe, ktére stanowig integralng cze$¢ pracy. Rozprawa
rozpoczyna sie obszernym Wprowadzeniem w problematyke badan, ktére wzbogacone jest o
publikacje przegladowa, w ktérej Kandydat jest jednym z czworga pierwszych autoréw, opublikowang
w miedzynarodowym czasopismie naukowym International Journal of Molecular Sciences o 5IF: 5,6.
Kolejny rozdziat zawiera precyzyjnie okreslone cele pracy (Cel Pracy), a nastepny obejmuje opis
stosowanych metod i wykorzystywanych zestawow danych (Metody). Wyniki i dyskusja zostaty
potgczone w jeden rozdziat, w ktérym Autor szczegdétowo przedstawit opracowane przez siebie
narzedzia, ktére nastepnie wykorzystat do realizacji celéw badawczych niniejszej rozprawy. Dwa z
posrdd trzech omawianych narzedzi zostaty zaprezentowane przy pomocy publikacji naukowej. Jedna
z nich przedstawia program do adnotacji interwatéw w genomie AGouTl, czasopismo PLOS
Computational Biology (5IF: 4,3), w ktérej Kandydat jest pierwszym autorem. Druga publikacja,
dotyczaca programu TERMITe, budzi jednak pewne watpliwosci, gdyz jest to jedynie preprint
zamieszczony w popularnym serwisie internetowym, nie bedacy recenzowang pracg naukowa. W
mojej opinii, preprint nie powinien by¢ traktowany jako integralna czes$¢ rozprawy, a jego dofaczenie
mozna uznac za rozwigzanie odbiegajace od przyjetych standardéw. Kandydat proszony jest o
przedstawienie obecnego statusu tej publikacji w trakcie obrony. Dysertacje wienczy krotkie
Podsumowanie. Dodatkowo manuskrypt zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
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informacje o zrédtach finansowania, dorobek publikacyjny Autora, wykaz skrétow oraz liste literatury,
obejmujaca 94 pozycje.
Rozprawa zostata dobrze przygotowana pod wzgledem jezykowym i edytorskim. Poza kilkoma
uwagami wymienionymi ponizej Recenzent nie zgtasza istotnych zastrzezen.
1. Naprzemienne uzycie jako separatora dziesietnego kropki i przecinka, przy czym w j. polskim
poprawny jest tylko przecinek.
2. Autor (zazwyczaj) stosuje znak apostrofu (‘) zamiast prim ('), co jest jednak powszechnie
spotykanie w literaturze branzowej.
3. Zataczniki nie s3 ponumerowane podtug kolejnosci wystepowania w tekscie, po Zat. 1
nastepuje Zat. 10.
4. Str.68 “z 7 projektéw” - jest 6 opisanych.
5. Str. 85, W chwili pisanie niniejszego rozdziatu” to nie jest informatywne, powinna zosta¢
podana data.

Ocena Merytoryczna

Ogodlnym celem niniejszej rozprawy byto zbadanie rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji
u bakterii, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich roli w odpowiedzi na stres antybiotykowy u gronkowca
ztocistego. Rho-niezalezna terminacja transkrypcji to mechanizm zakorczenia transkrypcji, ktory
opiera sie na specyficznych sekwencjach DNA i strukturach RNA. Mechanizm ten wykorzystuje stabilng
strukture spinki do wtoséw oraz sekwencje poli-uracylowa, ktére powodujg zatrzymanie polimerazy
RNA i odtaczenie transkryptu od matrycy DNA. Badanie rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u
bakterii jest istotne, poniewaz ten mechanizm odgrywa kluczowg role w regulacji ekspresji gendw, co
ma bezposredni wptyw na procesy zyciowe bakterii, w tym ich adaptacje do sSrodowiska oraz
odpowied? na stres, taki jak dziatanie antybiotykdw. Zrozumienie rho-niezaleznej terminacji pozwala
identyfikowa¢ kluczowe elementy regulacyjne w genomie bakterii, co moze prowadzi¢ do odkrycia
nowych celéw terapeutycznych. W kontekscie wzrastajgcej opornosci na antybiotyki, badania te moga
dostarczy¢ fundamentalnej wiedzy potrzebnej do opracowania nowych klas lekéw, ktére precyzyjnie
zaktécatyby bakteryjne procesy transkrypcyjne.

Szczegotowe cele pracy obejmowaty opracowanie oprogramowania bioinformatycznego
umozliwiajgcego identyfikacje i adnotacje terminatoréw transkrypcji na podstawie danych z
sekwencjonowania 3' koricow RNA (Term-seq), oraz RNA (RNA-seq), a takze na adnotacje interwatéw
w transkryptach z uzyciem referencyjnej adnotacji genomowej. Narzedzia te zostaly nastepnie
zastosowane do identyfikacji i adnotacji rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u réznych
gatunkow bakterii, ze szczegélnym uwzglednieniem gronkowca zfocistego. Kolejnym celem byto
scharakteryzowanie rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u gronkowca oraz analiza ich réznic
pomiedzy poszczegdlnymi, spokrewnionymi taksonami. Ostatnim szczegétowym celem byta
identyfikacja i analiza rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji w odpowiedzi na stres
antybiotykowy u gronkowca.

Podjecie tematyki rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u gronkowca jest bardzo
uzasadnione, poniewaz wpisuje sie w aktualne potrzeby badan nad mechanizmami regulacyjnymi u

bakterii, zwtaszcza w kontekscie opornosci na antybiotyki. Badanie tego procesu pozwala na
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pogtebienie wiedzy o sposobach, w jakie bakterie kontrolujg ekspresje genéw w odpowiedzi na stres,
co ma fundamentalne znaczenie w mikrobiologii i medycynie. Praca nad tym zagadnieniem wymagata
interdyscyplinarnego podejscia, obejmujacego informatyke, statystyke, biologie molekularng i
genomike, co stanowito wyzwanie naukowe, ale jednoczesnie umozliwito rozwdj cennych kompetencji
badawczych Kandydata. W perspektywie dtugoterminowej, wyniki tego doktoratu mogg dostarczy¢
nowych informacji uzytecznych w poszukiwaniu innowacyjnych strategii terapeutycznych,
odpowiadajac na wyzwania zwigzane ze wzrastajacg opornoscia bakterii na dostepne leki.

W ramach prowadzonych prac Kandydat stworzyt narzedzie TERMITe, stuzace do identyfikacji
rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji w danych typu Term-seq. Do tej pory jedynym narzedziem
do tego typu analiz byt termseqg-peaks. TERMITe rozwija algorytm zaimplementowany w termseq-
peaks, wprowadzajgc istotne modyfikacje w procedurze wykrywania pikéw (peak calling) oraz dodajac
nowy modut do anotacji zidentyfikowanych kornicéw 3' RNA. Uwazam, ze modyfikacje wprowadzone w
TERMITe sg istotne i przyczyniajg sie do bardziej precyzyjnej identyfikacji rho-niezaleznych
terminatoréw transkrypcji. TERMITe redukuje wptyw gendéw o wysokiej ekspresji. To podejscie moze
prowadzi¢ do odkrycia bardziej subtelnych sygnatéw, ktére mogtyby zosta¢ przeoczone przy uzyciu
metod faworyzujgcych piki o najwyzszej wyrazistosci. Powaznym ograniczeniem jest jednak mozliwos¢
wykorzystania jedynie danych typu Term-seq, ktdre zdajg sie nie byc¢ tak popularne jak RNA-seq. Jakie
ograniczenia zwigzane z bazowaniem TERMITe na danych Term-seq zauwazyt Pan podczas analizy?
Czy uwaza Pan, ze istnieje potrzeba dalszego rozwiniecia narzedzia w kierunku integracji z wynikami
RNA-seq, szczegblnie, ze sa one dostepne dla jednego z protokotéw Term-seq? Czesciowg
odpowiedzg Autora na to ograniczenie jest program termiRNAtor ktéry wykorzystuje wyniki uzyskane
z TERMITe (jako bardziej wiarygodne) do identyfikacji rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji w
popularnych danych RNA-seq. Autor dokonat walidacji stworzonego narzedzia obliczajac jego czutosc i
precyzje. Tutaj recenzent musi zwrdci¢ uwage na kilka kwestii: W Tabeli 1 widoczny jest nieporzadek
— wystepuje mieszana nomenklatura dla prawdziwych pozytywéw (PP i TP), oraz prawdziwych
negatywow (oznaczanych zaréwna PN, jaki i TN). Niemniej jednak czutos$¢ i precyzja narzedzia zostaty
policzone w prawidtowy sposdb i zamieszczone na adekwatnym Wykresie 1, w opisie ktérego
zauwazalna jest zamiana termindw: zamiast czutosci i precyzji pojawia sie ,specyficznos¢” (oznaczajaca

! rzeczywiste negatywne przypadki). Wszystkie miary sg ze sobg $cisle zwigzane, wprowadza to jednak
pewne trudnosci w interpretacji wynikow. termiRNAtor przy precyzji na poziomie 0,73 osigga czutos¢
0,61. Popularng miarg modelu klasyfikacyjnego jest wskaznik F1, ktéry to jednak nie zostat
zastosowany przez Autora. Wskaznik F1 jest srednig harmoniczng precyzji i czutosci, co pozwala na
zrbwnowazong ocene modelu pod wzgledem jego zdolnosci do prawidtowego identyfikowania
pozytywnych przypadkéw oraz unikania tych fatszywych. Wysoki wskaznik F1 wskazuje na dobry balans
miedzy precyzjq a czutoscia. Dla wskazanego modelu, jak policzytam, wartos¢ F1 wynosi 0,66 i wskazuje
na umiarkowang wydajnosci modelu. W zwigzku z tym, chciatabym zapytaé¢ Doktoranta, jakie
podejscia mogtby rozwazy¢, aby zwiekszy¢ czutosé modelu.

Meritum pracy byta identyfikacja i charakterystyka rho-niezaleznych terminatoréw u
gronkowca ztocistego w stresie antybiotykowym. Kandydat wykorzystat do tego stworzone przez siebie
oprogramowanie i publicznie dostepne dane, zaréwno typu Term-seq, jak i RNA-seq. tacznie
zidentyfikowat i adnotowat 1128 terminatory transkrypcji, co stanowi obecnie najbardziej
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kompleksowy atlas rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u gronkowca. 1083 terminatory
wykryto w danych Term-seq, a 412 metodg RNA-seq. Obie techniki pozwolity wspélnie zidentyfikowaé
367 terminatoréw, co oznacza, ze 45 terminatorow zostato wykrytych wytacznie w danych RNA-seq.
Jakie mogg byé przyczyny tego, ze kilkadziesigt terminatoréw zostato zidentyfikowanych wytacznie
za pomocg RNA-seq, mimo iz giéwng technika dla identyfikacji rho-niezaleznych terminatoréw
transkrypcji jest Term-seq? Czy réznice w wynikach miedzy obiema metodami moga sugerowac, ze
pewne typy terminatoréw sg specyficzne dla jednej z tych metod, a jesli tak — co to moze oznacza¢
dla dalszych badar nad atlasem terminatoréw gronkowca ztocistego i w ogéle bakterii?

Kandydat poréwnat wyniki uzyskane dla gronkowca ztocistego z wynikami dotyczacymi szesciu
innych gatunkdéw bakterii, zaréwno gram-dodatnich, jak i gram-ujemnych. Zwrdcit uwage na réznice w
liczbie zidentyfikowanych terminatoréw, wyjasniajac, ze mogg one wynika¢ z réznic w budowie i
wielkosci genomow, co Recenzent uwaza za trafne spostrzezenie. Kandydat proponuje w pracy by
zatem odnosi¢ liczbe terminatoréw do liczby genéw danego gatunku, co jest sie uzasadnione.
Zauwazalne sg jednak znaczne réznice zaréwno w liczbie zidentyfikowanych terminatoréw, jak i w ich
stosunku do liczby genéw w obrebie tych samych gatunkéw, co rodzi obawy o spéjnos¢ wynikow.
Szczegdlnie wyrazna rozbieznos¢ wystepuje w przypadku B. subtilis, gdzie liczba zidentyfikowanych
terminatoréw waha sie od 635 do 1214 w zaleznosci od uzytego zbioru danych (stosunek do liczby
gendéw wynosi odpowiednio 0,15 i 0,29). Sugeruje to, ze rdinice te mogg by¢ determinowane
réznorodnoscig danych. Prosze o komentarz Kandydata na temat wptywu tych czynnikéw — co mogto
spowodowa¢ tak znaczng rozbieznos¢ wynikéw w obrebie jednego gatunku?

Nastepnie Doktorant przeprowadzit szczegétowa analize miejsc rho-niezaleznych terminacji
transkrypcji, porownujgc sktad nukleotydowy tych obszaréw oraz otaczajacych je sekwencji w
genomach szesciu roznych gatunkéw bakterii. Wyniki jego badarn wskazujg, ze zaréwno pod wzgledem
struktury terminatora, jak i zawartosci uracylu w sekwencji ponizej spinki terminacyjnej, kompozycja u
gronkowca jest podobna do gatunkdéw blisko spokrewnionych. Z obliczert wynika, ze u gronkowca w
obszarze ponizej spinki terminacyjnej znajduje sie srednio 7-8 nukleotydéw uracylowych. Natomiast
przedstawiony w kolejnym rozdziale model spinki dla gronkowca, ilustrujacy zachowawczosc tej
struktury, ma ich jedynie 4 (Wykres 14). Prosze o komentarz dotyczacy tej rozbieznosci.

Ostatnim etapem badann Kandydata byta analiza zestawu siedmiu publicznie dostepnych
zbioréw danych RNA-seq, w ktérych gronkowiec ztocisty byt poddawany dziataniu subletalnych dawek
réznych antybiotykéw. Doktorant wykazat, ze terminator transkrypcji o ID 2018 moze braé udziat w
odpowiedzi tej bakterii na dziatanie linezolidu i nafciliny. Terminator ten zlokalizowany jest w operonie
pyr odpowiedzialnym za biosynteze pirymidyn (zwracam tu uwage na niezgodnos¢ w nazewnictwie —
na odpowiednich wykresach operon oznaczono jako pyrBl). Poza terminatorem 2018, doktorant

zidentyfikowat w regionie pry jeszcze jeden terminator o ID 2015. Doktorant zauwazyt réwniez, ze
terminator 2018 oraz sasiedni terminator 2015 zajmujg pozycje bardzo zblizone do tych opisanych w
literaturze jako terminatory regulujace ekspresje operonu pyr u B. subtilis, co potwierdza
wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw. Wyniki sugeruja, ze stres antybiotykowy moze wywotywac
przedwczesng terminacje transkrypcji operonu pry, co w efekcie ogranicza ekspresje jego biatek.
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Podsumowujac, wyniki przedstawione w rozprawie jednoznacznie dowodzg, ze Pan mgr Jan
Grzegorz Kosinski w petni zrealizowat wszystkie zatozone cele badawcze. Praca doktorska zostata
przygotowana na wysokim poziomie merytorycznym, a zawarte w niej wyniki wnoszg oryginalny i
istotny wktad do nauki. Przedstawione rozwigzanie naukowego problemu swiadczy o solidnej wiedzy
teoretycznej Kandydata w dziedzinie nauk biologicznych oraz o jego zdolnosci do samodzielnego
prowadzenia badan. Uwagi sformutowane powyzej majg charakter dyskusyjny i nie wptywajq na
wartos¢ naukowa rozprawy.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w obowigzujacej Ustawie o stopniach i tytule naukowym i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgra Jana
Grzegorza Kosiriskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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