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Identyfikacja i charakterystyka rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji u bakterii

oraz ich udzialu w odpowiedzi na stres antybiotykowy

Identification and characteristics of the intrinsic transcription terminators in bacteria

and their contribution to the antibiotic stress response

Streszczenie rozprawy doktorskiej

Transkrypcja jest procesem, ktory umozliwia propagacje informacji genetycznej
z poziomu DNA do RNA. Mimo Ze petne spektrum funkcji pelnionych przez czasteczki RNA
nie zostato jeszcze w petni poznane, wiadomo, ze ré6znorodno$¢ mechanizmoéw i procesow,
w ktorych s3 one bezposrednio zaangazowane, jest nadzwyczajna. Pomimo pehnienia roli
matrycy niezb¢dnej do syntezy biatek, czasteczki RNA pelnig takze szeroki zakres funkcji
regulacyjnych wewnatrz komorki. Dlatego tez kluczowe jest pelne zrozumienie sposobow
regulacji tych proceséw oraz praktyczne wykorzystanie tej wiedzy, na przyktad w leczeniu
chorob zakaznych.

W  bakteriach czasteczki RNA moga uczestniczy¢ w regulacji odpowiedzi
komorkowych na rézne bodzce srodowiskowe lub fizjologiczne przy pomocy kilku dobrze
poznanych mechanizméw. RNA moze zwija¢ si¢ w zlozone i aktywnie zmieniajace si¢
struktury drugorzedowe, ktdre tworzg si¢ poprzez parowanie zasad z innymi przylegtymi lub
odleglymi czgsciami tej samej czasteczki. Zmiany struktur drugorzedowych RNA moga
modulowac szereg procesow zwigzanych z ekspresja genow, zazwyczaj poprzez wptywanie na
aktywno$¢ polimeraz RNA, rybosomoéw 1 innych kluczowych enzymoéw lub kompleksow.
Indukowane zmiany w strukturze drugorzgdowej RNA moga réwniez w konsekwencji
prowadzi¢ do przedwczesnej terminacji transkrypcji.

Niniejsza rozprawa prezentuje szereg innowacyjnych narzedzi bioinformatycznych,
opracowanych w celu wykrywania i adnotacji rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji
u bakterii. Wykorzystuja one dane pochodzace z wysokoprzepustowych technik
sekwencjonowania 3’ koncow RNA (Term-seq) oraz catkowitego sekwencjonowania RNA

(RNA-seq).



Pierwsze z prezentowanych w rozprawie narzedzi ma na celu identyfikacje stabilnych
3' koncow RNA w ramach sygnatu reprezentowanego jako pokrycie genomu przez odczyty
uzyskiwane metoda Term-seq. Opracowany algorytm, wykorzystujac metod¢ IDR (ang.
Irreproducible Discovery Rate), pozwala skutecznie roznicowaé sygnaly zachowawcze
pomiedzy replikatami biologicznymi, od pozostatych, w znacznej mierze reprezentujacych
posrednie produkty przetwarzania RNA lub jego degradacji. Opracowane oprogramowanie
umozliwia takze precyzyjng adnotacj¢ szeregu cech zwigzanych z 3’ koficami czasteczek RNA,
w szczegblnosci identyfikujac te bedace wynikiem rho-niezaleznej terminacji transkrypcji.

Drugi z opracowanych algorytméw shuzy do przewidywania miejsc rho-niezalezne;j
terminacji transkrypcji na podstawie danych z sekwencjonowania RNA (RNA-seq) oraz metod
uczenia maszynowego. Do utworzenia modelu predykcyjnego wykorzystane zostaty publicznie
dostgpne zbiory odczytéw, uzyskanych przy pomocy protokotow RNA-seq oraz Term-seq.
Zastosowanie wspomnianych narzedzi bioinformatycznych do analizy szerokiego zestawu
publicznie dostgpnych danych umozliwito stworzenie niezwykle rozbudowanego atlasu rho-
niezaleznych terminatoréw bakteryjnych, zidentyfikowanych przy pomocy technik
wysokoprzepustowego sekwencjonowania.

Rolg trzeciego z przygotowanych programow jest adnotacja interwatow genomowych
lub transkryptomowych przy pomocy informacji zawartych w plikach GTF lub GFF.
Wymienione formaty plikow shuzg do przechowywania adnotacji genoéw, transkryptow oraz
innych cech genomowych poznanych w obrebie danego genomu. Zastosowanie niniejszego
narzgdzia pozwolito uzupetni¢ zestaw adnotacji przedstawionych w ramach opracowanego
atlasu rho-niezaleznych terminatorow bakteryjnych.

Prezentowana praca przedstawia kompleksowe poréwnanie terminatorow
wystepujacych u wybranych gatunkéw bakterii, ujawniajac ich znaczaca zmienno$¢ migdzy
réznymi taksonami. Obserwacja ta poddaje w watpliwo$¢ dominujace przeswiadczenie
moéwigce o znacznym podobienstwie sekwencji 1 struktur terminatoréw wystepujacych
u bakterii. PrzeSwiadczenie to jest gltownie wynikiem badan przeprowadzonych na
organizmach modelowych, takich jak Escherichia coli i Bacillus subtilis. Przedstawiona praca
szczegdtowo omawia zauwazalne roznice w strukturze drugorzedowej, kompozycji
nukleotydowej, a takze lokalizacji genomowej zidentyfikowanych rho-niezaleznych
terminatorow transkrypcji.

Niezwykle istotnym elementem prezentowanej rozprawy jest starannie przygotowany
atlas miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u Staphylococcus aureus, bakterii

o wysokim znaczeniu klinicznym, charakteryzujacej si¢ szczepami wykazujacymi oporno$¢ na



wiele znanych lekow. Atlas ten zostal opracowany na podstawie analizy 140 publicznie
dostgpnych zbioréow danych, stanowigc tym samym wedlug najlepszej wiedzy autora,
najbardziej wszechstronne zestawienie terminatorow opracowane do dzis$ dla S. aureus.
Ponadto, niniejsza praca dyplomowa prezentuje wyniki, ktére ujawniaja kilka
kontekstowo specyficznych zdarzen terminacji transkrypcji, prowadzacych do regulacji
ekspresji genéw w odpowiedzi na stres wywolany stosowaniem antybiotykow u S. aureus.
Wyniki te majg potencjalne znaczenie terapeutyczne, pozwalajac szczegotowo zrozumieé

wplyw stosowanych antybiotykéw na bakterie stanowigce wysokie zagrozenie kliniczne.



