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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jana Grzegorza Kosinskiego pt. ,Identyfikacja i
charakterystyka rho-niezaleznych terminatoréw transkrypciji u bakterii oraz ich udziatu w

odpowiedzi na stres antybiotykowy”

Terminacja transkrypcji u bakterii jest podstawa wielu charakterystycznych dla tej grupy
organizmow mechanizmow regulacji ekspresji genow. Mimo tego, ze ogdlna charakterystyka miejsc
terminacji, zarowno tzw. rho-niezaleznej, jak i zaleznej od czynnika rho i innych, zostata opisana juz
jaki$ czas temu, eksperymentalna identyfikacja miejsc terminacji na skale transkryptomu wcigz
pozostaje wyzwaniem 1 jest przedmiotem aktualnie prowadzonych badan. RNA bakteryjne
charakteryzuja si¢ krotkim czasem trwania i ulega szybkiej degradacji. Przy zastosowaniu technik
transkryptomiki, zar6wno uniwersalnej metody RNA-seq, jak i protokoldw wyspecjalizowanych w
identyfikacji koncow 3’ (Term-seq), problemem pozostaje rozroznienie wilasciwych miejsc
terminacji 1 produktéw postepujacej od konca 3’ degradacji. Opracowanie takich narzg¢dzi
bioinformatycznych stanowito jeden z gtéwnych watkéw ocenianej pracy. Doktorant nie poprzestat
na stworzeniu odpowiednich programoéw, ale z powodzeniem wykorzystat je tez do
scharakteryzowania terminacji transkrypcji u kilkunastu gatunkoéw bakterii, z czego szczegolnie
ciekawym poznawczo i istotnym z punktu widzenia potencjalnych aplikacji byt projekt stworzenia
kompletnego katalogu miejsc terminacji rho-niezaleznej u Staphylococcus aureus. Bakteria ta jest
jednym z najistotniejszych klinicznie patogendéw czlowieka, a szczegoélnie dotkliwym w jej
przypadku problemem jest opornos¢ na wiele antybiotykow. Doktorant podjat si¢ wiec zbadania, jak
regulacja gend6w na poziomie terminacji transkrypcji wptywa na odpowiedz S. aureus na stres
antybiotykowy. Zadania, ktorych rozwigzania podjal si¢ Doktorant spelniajg zatem najwazniejsze
moim zdaniem kryterium — podejmuja si¢ rozwigzania naprawdg istotnego poznawczo i oryginalnego
problemu naukowego w dyscyplinie nauki biologiczne.

Praca ma forme rozprawy, w sktad ktorej wchodza trzy anglojezyczne wieloautorskie publikacje,
z ktorych dwie juz sa opublikowane, a jedng przedstawiono w formie preprintu. Dodatkowo,
dotychczas nieopublikowane wyniki przedstawione sag w formie tradycyjnych rozdziatéw rozprawy.
Kwestia udziatu Doktoranta w publikacjach wieloautorskich jest jasno przedstawiona i potwierdzona

dotaczonymi do rozprawy oswiadczeniami wspotautorek i wspotautoréw. Doktorant z powodzeniem
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potaczyt teksty publikacji z fragmentami opisujacymi jeszcze nieopublikowane wyniki i rozprawa
tworzy spdjna i logicznie powigzang catos$¢. Praca prawidtowo cytuje wlasciwg literaturg i od strony
formalnej spetnia wszystkie wymagania stawiane tego typu tekstom naukowym.

Rozpoczynajacy prace wstep zaczyna si¢ zwigztym wprowadzeniem w zagadnienia ekspresji
gendw, z szczegdlnym naciskiem na transkrypcje u bakterii. Integralng czgéciag wstepu jest
opublikowany artykut przegladowy (w ktorym Doktorant jest rownorzednym wiodacym autorem)
poswigcony roli struktur drugorzegdowych RNA w ekspresji genéw bakterii. Dodatkowo, we wstepie
znalazlo si¢ wprowadzenie do (jeszcze nieopublikowanej) czesci poswieconej badaniu terminacji
transkrypcji u S. aureus i problemom antybiotykoopornosci i roli regulowanej terminacji transkrypcji
w rozwoju lekoopornosci. Ostatnia sekcja wstepu poswigcona zostata metodom identyfikacji koncow
3> RNA u bakterii i wyzwaniom towarzyszacym ukierunkowanej na identyfikacj¢ miejsc terminacji
transkrypcji analizie danych transkryptomicznych. Po lekturze tej czgsci pracy nie mam zadnych
watpliwosci, ze Doktorant wykazuje si¢ bardzo rozlegla ogolng wiedza teoretyczng w dyscyplinie
nauki biologiczne, obejmujaca tak roznorodne zagadnienia, jak biologia molekularna RNA,
mechanizmy dziatania antybiotykow i nabywania przez bakterie opornosci, oraz bioinformatyczna
analiza danych transkryptomicznych, i z nawigzka spetnia wymagania stawiane przed kandydatami
do uzyskania stopnia doktora.

Cze$¢ opisujaca metody 1 wykorzystane zestawy danych jest dosy¢ zwiezla, nie stanowi to jednak
wady pracy, gdyz w projektach opierajacych si¢ gtdwnie na tworzeniu narzgdzi bioinformatycznych,
stworzony algorytm jest raczej wynikiem pracy, i tam tez jest opisywany. Bardzo szczegdtowy opis
dzialania algorytmu TERMITe, bedacego jednym z gtdéwnych osiggnig¢ pracy, zawarty jest zatem w
zataczonej jako cze$¢ wynikoéw publikacji. Podobnie, to w wynikach opisane zostaly pozostate
stworzone przez Doktoranta narzedzia obliczeniowe.

Dla osiggnigcia wyznaczonego i jasno przedstawionego w pracy celu, Doktorant zrealizowat kilka
szczegOlowych zadan badawczych. W pierwszej kolejnosci podjat si¢ stworzenia metody analizy
danych uzyskiwanych za pomocg protokotow Term-seq, ukierunkowanych na identyfikacj¢ koncéw
3> RNA ze szczegbélnym uwzglednieniem miejsc terminacji rho-niezaleznych. Doktorant
zidentyfikowat stabosci i luki w dotychczas dostgpnych programach i stworzyt wlasny, ktory taczy
statystyczng analiz¢ wiarygodnos$ci zidentyfikowanych eksperymentalnie stabilnych koncow 3’ z
przewidywaniem i adnotacja miejsc terminacji rho-niezaleznej na podstawie charakterystycznych dla
nich elementéw sekwencji i struktury drugorzedowej. Caly projekt zostal opisany w preprincie
publikacji udostepnionym na platformie bioRxiv. Warto podkresli¢, ze poza stworzeniem samego
narzedzia, publikacja przedstawia tez zastosowanie go do identyfikacji miejsc rho-niezaleznej

terminacji transkrypcji w kilkunastu genomach bakteryjnych, dla ktérych dostepne sg zbiory danych



z odczytami sekwencji z protokolu Term-seq oraz poréwnawcza analiz¢ terminatordw z réznych
gatunkow.

W kolejnej czeséci, Doktorant dostrzegt problem zwigzany ze stosunkowo malg dostepnoscia
danych pochodzacych z eksperymentéw Term-seq. Postanowil zatem opracowaé narzgdzie, ktore
mogloby dostarczy¢ informacji o miejscach rho-niezaleznej terminacji transkrypcji na podstawie
bardzo licznych zbioréw danych standardowych analiz transkryptomicznych metoda RNA-seq. Przy
tworzeniu narzedzia termiRNAtor Doktorant postuzyl si¢ tu algorytmami uczenia maszynowego
(konkretnie — klasyfikacja w oparciu o model lasow losowych) zaimplementowanymi w pakiecie
scikit-learn. Ta czg$¢ pracy nie zostata jeszcze opublikowana, ale kod zrodtowy programu zostat
udostepniony na platformie github. Taki sposéb udostgpnienia kodu dostarczyt tez dodatkowej
weryfikacji tego, ze to Doktorant samodzielnie zrealizowal zasadniczg cze$¢ zadania — wszystkie
zarejestrowane zmiany w kodzie (commit) pochodza z konta mgr Kosinskiego. Stworzony program
zostal wytrenowany na danych z gatunkéw, dla ktérych dostepne sa pozwalajace na bardziej
jednoznaczng identyfikacj¢ miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji odczyty protokotow Term-
seq, a nastgpnie przetestowany dla oceny czutosci i specyficznosci.

W kolejnych etapach pracy, Doktorant stanat przed technicznym problemem zwigzanym z tym, ze
dostepne narzedzia adnotacji elementéw genomoéw sg dostosowane gtownie do pracy z danymi
pochodzacymi z sekwencjonowania genomowego 1 nie nadaja si¢ do pracy ze zbiorami
transkryptomicznymi. W odpowiedzi na ten problem, Doktorant stworzyl narzedzie nazwane
AGouTl, ktore zostato szczegoétowo opisane w dotaczonej do rozprawy publikacji, ktora ukazata sie
w renomowanym czasopi§mie PLOS Computational Biology. Takze w tym przypadku program zostat
udostepniony poprzez github, a Doktorant jest autorem wszystkich zarejestrowanych zmian w kodzie.

Kulminacjg pracy jest zastosowanie wszystkich stworzonych przez Doktoranta narzgdzi
bioinformatycznych do stworzenia calogenomowego atlasu rho-niezaleznych terminatoréw
transkrypcji u patogennych szczepéw MRSA gronkowca zlocistego. Doktorant scharakteryzowat
zidentyfikowane terminatory i porownal je z wcze$niej opisanymi w publikacji poswieconej
algorytmowi TERMITe sekwencjami innych gatunkoéw bakterii. Poréwnujac terminacje transkrypcji
u bakterii poddanych dziataniu antybiotykoéw z kontrola, Doktorant uzyskat wyniki sugerujace, ze
regulacja na poziomie warunkowej terminacji/antyterminacji transkrypcji w obrgbie operonu pyr
stanowi jeden z mozliwych mechanizméw odpowiedzi bakterii na stres antybiotykowy. Wyniki te sa
nie tylko bardzo interesujace poznawczo, ale moga tez stanowi¢ punkt wyjscia dla poszukiwania
nowych substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym.

Podsumowujac — Doktorant w trakcie pracy rozwigzat szereg istotnych poznawczo i praktycznie

probleméw naukowych i bez watpienia wykazal si¢ umiejetnosciag prowadzenia samodzielnej pracy



naukowej, z duza nawiazka speitniajac wymagania stawiane przed kandydatami do stopnia

naukowego doktora. Zaréwno sformutowane pytania naukowe, jak i1 zaproponowane przez

Doktoranta rozwigzania s3 catkowicie oryginalne i w istotny sposdb przyczyniaja si¢ do postepu

wiedzy. Stworzone w ramach recenzowanej pracy narze¢dzia bioinformatyczne sa ogélnie dostepne i

stanowg cenny wktad Doktoranta w repertuar programow do analizy danych transkryptomicznych.

Jestem przekonany, ze beda one szeroko wykorzystywane przez spoteczno$¢ badaczy zajmujacych

si¢ transkryptomiczng analiza RNA bakteryjnych.

Jak zawsze w przypadku nietrywialnych prac naukowych, w trakcie jej lektury nasuwaja sie

pewne pytania i uwagi:

Z opisu algorytmu termiRNAtor wynika, ze do identyfikacji potwierdzonych metoda
Term-seq miejsc terminacji rho-niezaleznej wykorzystano program TERMITe, ktory
wykorzystuje zarowno odczyty NGS, jak i elementy struktury drugorzedowej i sekwencji.
Natomiast cechami wykorzystywanymi bezposrednio w trenowaniu klasyfikatora, a
nastepnie w analizie sg juz (zgodnie z opisem na s. 88) elementy sekwencji (konkretne
nukleotydy w otoczeniu analizowanego miejsca) i pokrycie odczytami. Czy Doktorant
rozwazal tez wykorzystanie jako cechy podlegajacej trenowaniu i przewidywaniu takze
potencjalnych elementéw struktury drugorzedowej (struktury hairpin i ich energia)?

Na wykresie 6 (s. 107) podpis do panelu b) sugeruje, ze przedstawiona jest tam liczba
terminatorow niekanonicznych. Tymczasem wykres przedstawia udziatl procentowy
takich terminatoréw. Nie jest jasne, czy chodzi o % wszystkich miejsc terminacji (1128 u
S. aureus), czy % miejsc tho-niezaleznych (838 u S. aureus)?

Na s. 108 Doktorant pisze, ze udzial terminatoréw kanonicznych u S. aureus jest
,,stosunkowo wysoki”. Tymczasem z Wykresu 6b wynika, ze wyzszy jest on u B. subtilis,
Enterococcus faecalis 1 Listeria monocytogenes, a znaczaco nizszy glownie u
przedstawicieli rodzaju Streptomyces. Czy w zwiazku z tym udzial terminatoréw
kanonicznych u S. aureus nie powinien raczej by¢ opisany jako ,,Sredni”?

Na Wykresie 6d liczba terminatorow odniesiona jest do liczby gendéw. Biorac pod
uwagge policistronowy charakter bakteryjnych operondéw, czy nie nalezaloby tez
przedstawi¢ liczbe terminatoréw przypadajacych na jednostke transkrypcyjna (operon)?
Na s. 118 Doktorant stwierdza, ze obserwowane punkty terminacji u S. aureus znajduja
si¢ $rednio 2161 nukleotydow od najblizszego genu zlokalizowanego ponizej. Czy
dotyczy to wszystkich punktow terminacji, czy tylko terminatoréw rho-niezaleznych?
Biorac pod uwage wyraznie prawoskosny charakter rozktadu na Wykresie 12, uzycie

$redniej jest tu mylace, bardziej informatywng warto$cia bedzie mediana. Niezaleznie od



tego, znaczna liczba obserwacji wskazuje na duzg odlegto$¢ miedzy miejscem terminacji
transkrypcji a poczatkiem kolejnej jednostki transkrypcyjnej (gérny kwartyl powyzej
1500-2000 bp). Co znajduje si¢ w tych obszarach genomu? Czy duzg rolg odgrywaja tu
miejsca wczesnej terminacji wewnatrz operonu, istotne dla regulacji przez
antyterminacj¢?

e Nas. 123 Doktorant stwierdza, ze jego obserwacje wskazuja na to, ze regulacja biosyntezy
puryn jest jednym z mechanizmoéw indukowanych dzialaniem antybiotykow. Tymczasem,
opisywane obserwacje dotycza operonu pyr, ktory u znanych mi bakterii zwigzany jest z
syntezg pirymidyn, a nie puryn.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pana mgr Jana
Kosinskiego pt. ,,Identyfikacja i charakterystyka rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u
bakterii oraz ich udzialu w odpowiedzi na stres antybiotykowy” stanowi oryginalne rozwigzanie
istotnego problemu naukowego i potwierdza ogolna wiedze teoretyczng Kandydata oraz umiejetno$é
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Na tej podstawie stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa doktorska mgr Jana Kosinskiego spetnia warunki okre§lone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6ézn. zm.) i
wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu do dalszych etapéw postgpowania ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
$cistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Bioragc pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy, potwierdzony publikacja
znacznej czgsci wynikow w renomowanych czasopismach, a takze duzy dorobek naukowy

Doktoranta, wnioskuje tez o wyrdznienie rozprawy mgr Jana Kosinskiego.

prof. dr hab. Pawetl Golik
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