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Problematyka rozprawy

Recenzowanarozprawa dotyczy problematyki uzyskiwania lekoopornosciprzez rézne gatunkibakteri.
Problem ten jest powainy, gdyz nadmierne stosowanie lekdw moze doprowadzi¢ w niedalekiej
przysztosci do ograniczenia skutecznosci terapii antybiotykowej. Caty czas trwa zatem swoisty wysdg
pomigdzy naukowcami opracowujacymi nowe leki a bakteriami doskonalgcymi swoje mechanizmy
obronne. Porazka ludzi oznaczataby cofnigcie nas do ery przed wynalezieniem antybiotykdéw i
drastyczny wzrost liczby zgonéw wywotywanych przez bakterie. Kluczowym elementem koniecznym
do poprawy skutecznosciantybiotykdwjest zrozumienie mechanizmoéw, ktére wystepuja w komdrkach
bakterii a w szczegdInosci strategii stosowanych przez bakterie w walce z lekami.

Znaczne przyspieszenie prac nad nowymi terapiami antybiotykowymi mozliwe stato sie dzieki
spopularyzowaniu wysokoprzepustowych technologii sekwencjonowania. Ogromne znaczenie miato
tez bardzo duze obnizenie kosztéw sekwencjonowania na przestrzeni ostatnich 20 lat. Wyniki wielu
eksperymentéw sekwencjonowania umieszczane sg w publicznych repozytoriach takich jak np. SRA,
dzigki czemu mozliwe jest wykorzystanie wynikéw innych eksperymentatoréw w pracach nad
opracowaniem nowych metod bioinformatycznych, w szczegdlnosci algorytméw oraz ich
implementacji, ktére uruchamiane sg na komputerach, z dala od laboratoriéw. Otwiera to takze
szerokie pole do interdyscyplinarnej wsp6tpracy pomiedzy spotecznoscia biologdw, informatykéw,
matematykow, statystykéw. O tym jak duzg role metody informatyczne zaczynajg odgrywaé w $wiede
nauk o zyciu Swiadczy¢ moze m.in. przyznanie Nagrody Noblaw br. dla naukowcéw, ktérzy opracowali
komputerowe metody predykgcji struktury przestrzennej biatek.

Omawiana rozprawa jest bez watpienia interdyscyplinarna i koncentruje sie na wykorzystaniu metod
obliczeniowych, a takze opracowaniu nowych takich metod, do poprawy naszego zrozumienia
problematyki reakcji bakterii na stres antybiotykowy.



Analiza tresci rozprawy oraz uzyskanych wynikéw

Tresc rozprawy

Doktorant postawit sobie za cel stworzenie nowych metod mogacych znalezé zastosowanie w
wykrywaniu (oraz adnotacji) rho-niezaleznychterminatoréwtranskrypcji u bakterii. Wykorzystat w tym
celu m.in. dane dostepne w bazach danych takich jak SRA.

Rozprawa ma postac¢ hybrydowa. Obszerne fragmenty napisane sg w jezyku polskim, ale wplecione s3
takze kompletne teksty 3 artykutéw, ktérych wspétautorem jest Doktorant. Artykuty te zostaly
napisane w jezyku angielskim. Catosc sktada sie z 14 rozdziatdow.

Pierwszych 6 rozdziatéw to tak naprawde: polsko- oraz anglojezyczne streszczenie, informacja o
Zrédtach finansowania, lista publikacji wchodzacych w sktad rozprawy, dorobek publikacyjny autora
oraz wykaz stosowanych skrétéw. Ostatnie 3 rozdziaty to spis literatury, zatgcznikia takze o$wiadczenia
wspotautoréw dotyczgce merytorycznego wktadu w kluczowe publikacje. Tak wiec wtasciwa tresé
rozprawy obejmuje rozdziaty od 7. do 11.

Rozdziat siédmy stanowi obszerne, bo blisko 50-stronicowe, wprowadzenie w poruszang tematyke.
Autor rozpoczyna “klasycznie” od wspomnienia czym sg kwasy nukleinowe, jak wyglada centralny
dogmat biologii molekularnej. Nastepnie dowiadujemy sie troche wiecej o syntezie czgsteczek RNA u
bakterii, co jest istotne, z uwagi na tematyke rozprawy. Kolejny, krétki, podrozdziat informuje o roli
czgsteczek RNA w komérkach bakteryjnych. Czwarty podrozdziat to wklejony tekst przegladowego
artykutu omawiajgcego wplyw struktur drugorzedowych RNAnaregulacje ekspresjigenéw. Artykut ten
powstat we wspdtpracy 6 0séb, z ktorych az 4 pierwsze zostaty oznaczone jako pierwsi wspétautorzy.
Kolejny podrozdziat dotyczy zwigzku pomiedzy terminacjg transkrypcji a problemem lekoopornosd
bakterii. W dalszej czesci Doktorant skupia sie na mechanizmach lekoopornosci u gronkowca
ztocistego. Ten gatunek bakterii przyczynia sie do duzej liczby zgondw, wiec stanowi duze wyzwanie
zarowno dla Swiata naukowcow, jak i lekarzy. Nastepnym omawianym aspektem s3 metody
identyfikacji miejsc terminacji transkrypcji.

Jednostronicowy rozdziat 6smy zwiezle definiuje zaréwno cele ogélne, ktére postawit sobie doktorant,
jak i cele szczegétowe. Najwazniejsze z nich to opracowanie kilku programéw komputerowych, k tére
pozwolityby na identyfikacje oraz adnotacje terminatoréw na podstawie danych z eksperymentéw
sekwencjonowania a takze identyfikacja rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u bakterii, w
szczegoblnosci u gronkowca ztocistego.

Rozdziat dziewigty zatytutowany “Metody” krétko charakteryzuje wykorzystane zestawy danych.

Nastepnie omawia wykorzystane narzedzia i wspomina opracowane przez Doktoranta narzedzia czy
bazy danych.

Rozdziat dziesigty o tytule “Wyniki i dyskusja” przedstawia zaréwno opis stworzonych programaw, jak
i uzyskane wyniki. Takiuktad wynika zapewne z faktu, ze integralng cze $¢ tego rozdziatu stanowia petne
teksty dwdch artykutéw Doktoranta. | tak, w pierwszym podrozdziale przedstawione jest narzedzie
TERMITe. Stuzy ono do identyfikacji i adnotacji stabilnych 3’ koficdw RNA. Petny tekst artykutu
poprzedzony jest jednostronicowym umdwieniem jego zawartosci. Artykut ten aktualnie (na dzien
pisania recenzji) ma forme preprintu dostepnego w serwisie bioRxiv.org. Drugi podrozdziat omawia
narzedzie termiRNAtor. Jest to metoda przewidywania miejsc terminacji transkrypcji na podstawie
danych RNA-seq. Doktorant wykorzystat tutaj metody uczenia maszynowego, w szczegdlnosci lasy
losowe. Trzeci podrozdziat to omdwienie kolejnego narzedzia, AGouTl, stuzgcego do adnotacji
interwatéw genomowych oraz transkryptomowych. Podrozdziat ten jest w postaci tekstu artykutu
Doktoranta. Czwarty i pigty podrozdziat to przedstawienie opracowanego w ramach rozprawy atlasu




rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u wybranych szczepdw gronkowca ztocistego a takze
charakterystyka tychze terminatoréw. Ostatni podrozdziat zawiera analize warunkowej terminagji
transkrypcji w odpowiedzi na stres antybiotykowy u wybranego gatunku bakterii.

Rozdziat jedenasty stanowi zwigzte podsumowanie uzyskanych w pracy wynikéw.

Bibliografia rozprawy zawiera 94 dos¢ dobrze dobrane pozycje.

Najwazniejsze wyniki przedstawione w rozprawie

Doktorant opracowat 3 programy komputerowe oraz atlas rho-niezaleznych terminatoréw
transkrypcji. Nie jest wykluczone, ze bedac informatykiem moja ocena wagi uzyskanych wynikéw
bedzie wynikata bardziej z aspektéw informatycznych niz ze znaczenia biologicznego. Niemniej za
najciekawsze wyniki uwazam dwa, jeszcze nieopublikowane, narzedzia TERMITe oraz termiRNAtor.
Pierwsze z nich doczekato sie juz preprintu a licze, ze drugie nie bedzie gorsze.

Tworzenie narzedzi bioinformatycznych zawsze nacechowane jest sporym ryzykiem. Jeéli robig to
biolodzy, to informatyk tatwo moze pokusic sie o krytyke aspektéw technicznych i stwierdzenie, ze
informatycznie nie ma w tym nic ciekawego. Z drugiej strony, jesli za opracowanie takowych narzedzi
bierze sie informatyk, to $rodowisko biologdw moze tatwo ocenié, ze moze i technicznie
oprogramowanie jest zaawansowane, ale w praktyce jest kompletnie bezuzyteczne. Stad tez jako
osoba mierzaca sig z tym wyzwaniem juz od wielu lat, mam spore uznanie dla oséb z ewidentnie duza
wiedzg biologiczng (jak w przypadku Doktoranta), ktéra potrafi twdrczo wykorzystaé to co daje $wiat
informatyki do rozwigzywania problemoéw biologicznych. Mam tu na mysli w szczegbInosci pokuszenie
sie 0 wejscie w Swiat uczenia maszynowego i relatywnie udang probe wykorzystania tych technik do
stworzenia narzedzia, ktore, jak wierze, moze by¢ przydatne dla szerszej spotecznosci biologéw
zajmujacych sie tematykg lekoopornosci bakterii.

Na kolejnym miejscu umiescitbym opracowany atlas. Wyglada to na solidng prace. Niemniej w
przypadku wszelkich baz danych zawsze zachodzi duze ryzyko szybkiej dezaktualizacji zawartych w nich
informacji. Zeby sig tak nie stato to konieczna jest ciggta praca nad uzupetnianiem jej zawartosci. Mam
nadzieje, ze Doktorat (badz jego Promotor, by¢ moze z pomoca innych oséb) beda mieli w sobie
wystarczajgco wytrwatosci by o to zadbad.

Ostatnie opracowane narzedzie, AGouTl, umieszczam na koricu mojej subiektywnej listy. Nie oznacza
to, ze uwazam je za mato wazne. W mojej ocenie jest to dos¢ solidnie wykonane narzedzie, ktére moze
by¢ w praktyce przydatne. Niemniej jest ono raczej aplikacyjne i patrzac od strony czysto
informatycznej wydaje misie najmniej interesujace.

Uwagi merytoryczne

Powyzsza cze$¢ mojej recenzji byta dos¢ pozytywna, bo tez takajest moja opinia o rozprawie. Uwazam,
ze Doktorant udanie zmierzyt sie z problemem okre$lonym w temacie. Kierunek prac jest w miare
spojny a opracowane narzedzia mogg by¢ przydatne. Doceniam upublicznienie kodéw narzedzi w
serwisie GitHub, co daje szanse na wykorzystanieich przez spotecznosé oséb zajmujgcych sie pokrewng
tematyka.

Mam jednak pewne uwagikrytyczne i prositbym o odniesienie sie do nich w trakcie publicznej obrony.

1. Doscdziwnie wyglada podrozdziat 7.4. Jest to tekst artykutu przeglagdowego. Nie maw tym nic
ztego, ale fakt, ze az 4 pierwszych autoréw deklaruje réwny udziat w jego opracowaniu moze




rodzi¢ watpliwosci czy ten sam tekst znajdzie sie/znalazt sie w 3 innych rozprawach? Nieco
dziwnie wygladajq tez o$wiadczenia wspétautoréw. Az trzy z nich stwierdzaja, ze autorzy
odegrali kluczowg rolg (“pivotal role”) w opracowaniu wizualizacji. W mojej opinii kluczowa
role moze odegrac jedna osoba, no moze dwie, ale 3 to przesada.

2. Omawiajgccele pracy Autor stwierdza “Szczegdlny nacisk zostanie potozony na adnotacje oraz
poréwnanie charakterystyki wspomnianych terminatoréw u 14 gatunkdéw bakterii, tak by
mozliwe byto doktadne okreslenie ich zréznicowania w obrebie krélestwa bakterii”. Czy to nie
nazbyt optymistyczne stwierdzenie, ze analiza 14 gatunkdw pozwala na “doktadne
okreslenie...”?

3. Przy omawianiu protokotu dla narzedzia termiRNAtor (str. 69-70) mowa jest o tym, ze wyniki
dziatania na koricu sg jeszcze analizowane przez program TransTermHP. Mozna zatem zapyta¢
co narzedzie termiRNAtor daje i czy mozna by sie bez niego byto obejsé.

4. W rozprawie brakuje mi informacji o czasach dziatania, zapotrzebowaniu na pamie¢,
konfiguracji sprzetowej, na ktérej wykonywane byty testy. W przypadku danych z
sekwencjonowania wysokoprzepustowego zwykle mamy do czynienia z duzymi rozmiarami
danych. W takiej sytuacji koszty obliczeniowe mogg by¢ spore. Ciekawie wygladatoby tez
poréwnanie pod tym katem narzedzi Doktoranta z narzedziami konkurencyjnymi.

Uwagi redakcyjne

Ogdlna kompozycja rozprawy jest poprawna. Sposdb sktadu tekstu takze jest poprawny. Strona
formalna takze nie budzi moich wiekszych zastrzezei. W pracy pojawiaja sie jednak drobne btedy
redakcyjne. Ich liczba nie jest duzai, zjednym wyjatkiem, nie utrudnia lektury, wiec ogranicze sie tylko
do wskazania niektdrych:

e [str. 6] “praca dyplomowa”

e [str.19] “Crick’a” -> “Cricka”

e [str. 21] Rysunek powinien by¢ na wczesniejszej stronie

o [str. 45] “Swiecie” -> “Swiecie”

e [rozdz. 9] Wystepuja tu liczne btedne odwotania do rozdziatéw z tekstami artykutéw, np.
opisane “Rozdziat 9.1” (zamiast Rozdziat 10.x) a takze do nieistniejgcych rozdziatéw 8.3, 8.4.

e [str.69] “wg.”

e [str. 73] “Hochberg’a” -> “Hochberga”

e [str.85] “W chwili pisania niniejszego rozdziatu” - czytelnik nie wie kiedy byt pisanyten rozdziat,
wigc powinna byé podana data

e [str.89] W tabelijest PP a w def. precyzji widzimy TP

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa zawierainteresujgce wyniki. Tematyka jest bez watpienia ciekawa i
wazna. Uzyskane wynikimogg by¢ podstawg do dalszych prac. Drobne niedociggniecia redakcyjne nie
umniejszajg mojej pozytywnej oceny przedtozonej rozprawy.

Konkluzja
Podsumowujacopinie zawarte w mojej recenzji, moge stwierdzi¢, ze recenzowana rozprawa mgra Jana
GrzegorzaKosinskiego nt. ,Identyfikacjaicharakterystyka rho-niezaleznych terminatoréw transkrypgdi




u bakterii oraz ich udziat w odpowiedzi na stres antybiotykowy” stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego oraz wykazuje ogélng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie nauki
biologiczne oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa spetnia zatem
warunki okreslone w ustawie ,Prawo o szkolnictwie wyzszymi nauce” (Dz.U.z 2023 poz.742 ze zm.)
art. 187 ust. 1-2. Zawarte w recenzji uwagi krytyczne majg charakter dyskusyjny i nie wptywaja na
pozytywna oceng rozprawy. Wnoszg zatem o dopuszczenie wspomnianej rozprawy do publicznej
obrony.



