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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Macieja Basczoka

,Elementy sekwencji i struktury RNA rozpoznawane przez biatka z domeng FinO”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pana mgr Macieja Basczoka
zostata wykonana pod opieka pana prof. dr hab. Mikotaja Olejniczaka, a zrealizowana w
Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Praca doktorska byta finansowana z grantu opiekuna
projektu: Narodowego Centrum Nauki (OPUS 2018/31/B/NZ1/02612) oraz z grantu
NCN Preludium 2021/41/N/NZ1/04133, ktérego kierownikiem byt doktorant.

Praca pana mgr Macieja Basczoka dotyczy biochemii oddziatywan tzw. sRNA,
czyli matych czasteczek kwaséw rybonukleinowych. Czasteczki sRNA petnig w
komorkach prokariotycznych bardzo wazng role regulatorowa, praktycznie we
wszystkich procesach zyciowych. W oddziatywaniu roznych czgsteczek RNA
pos$redniczg wyspecjalizowane biatka opiekuncze, z ktorych najlepiej opisano funkcje
biatek Hfg i ProQ. Biatka te utatwiajga tworzenie kompleksow sRNA z mRNA o
zroznicowanym efekcie komoérkowym w regulacji post-transkrypcyjnej. Czesto
pomagajg wytworzy¢é wiasciwg aktywna konformacje RNA lub wzmocni¢ stabilnosé
RNA. Doktorant podjat sie trudnego zadania polegajacego na analizie czasteczek RNA
w celu identyfikacji ich determinant odpowiedzialnych za oddziatywanie z biatkami
opiekunczymi ProQ lub Hfq, z bakterii Escherichia coli, Salmonella enterica i Neisseria
meningitidis. Celem badan bylo lepsze zrozumienie mechanizmoéw stojacych za
rozdziatem odrebnych grup czasteczek RNA przeznaczonych do wigzania si¢ do

poszczegodlnych biatek opiekunczych, a takze gtebsze poznanie biochemii tych reakgciji.

Zwtaszcza wglad w procesy interakcji czasteczek RNA z najmniej poznanym biatkiem
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ProQ w przypadku N. meningitidis dawat szanse na pogtebienie wiedzy na temat post-
transkrypcyjnej regulacji ekspresji genéw, a co za tym idzie, proceséow adaptacyjnych
bakterii. Roznorodno$¢ mechanizméw regulatorowych z udzialtem RNA jest ciggle
jeszcze mato scharakteryzowana. Dlatego przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska wpisuje sie w nurt interesujacych i bardzo aktualnych badan

Przedstawiana rozprawa doktorska liczy 120 stron, w sktad ktdérych wchodzg 42
rozbudowane ryciny, 9 tabel oraz 92 pozycje literaturowe. Praca zostata napisana w
uktadzie tekstu typowym dla eksperymentalnych prac doktorskich z nastepujacymi
rozdziatami: tytut pracy, spis tresci, streszczenie w jez. polskim i angielskim, wstep, cele
pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja, wnioski oraz bibliografia.

W liczgcym 15 stron Wstepie pan mgr Maciej Basczok na podstawie przegladu
danych literaturowych przedstawia wybrane zagadnienia zwigzane z kryteriami podziatu
sRNA na grupy, ich funkcjami oraz z mechanizmem regulacji ekspresji genow przez
sRNA ze skutkiem negatywnym lub pozytywnym. Nastepnie opisuje szczegdtowo biatka
opiekuncze wiazgce RNA: biatko Hfq oraz ProQ, ktore jest przedstawicielem grupy
biatek z domeng FinO odpowiedzialna za rozpoznanie i wigzanie z RNA. Doktorant
przedstawia struktury tych biatek i podkresla role poszczegodlnych domen i elementow
strukturalnych waznych dla oddziatywania z czasteczkami RNA. Zabrakto mi w tym
rozdziale jedynie informacji, jak rézna jest struktura biatka Hfq z E. coli w stosunku do
homologa z meningokokoéw, co analogicznie Autor dobrze przedstawit dla biatka ProQ.
W koncowej czesci Wstepu Autor na postawie wynikow eksperymentalnych innych
badaczy dokonuje syntetycznego ilosciowego pordéwnania zbioru czgsteczek RNA
oddziatujgcych z Hfq oraz z ProQ i stwierdza, ze te pule RNA stanowig zbiory na ogét
odrebne, co stanowi punkt wyj$cia do pierwszej czes$ci badawczej recenzowanej pracy.
Te czeSC pracy oceniam bardzo wysoko. Rozdziat wprowadzajgcy jest bogato
ilustrowany, co utatwia zrozumienie tekstu. Jest napisany zwieztym jezykiem, bardzo
jasno, co pozwala swobodnie zrozumie¢ problem badawczy pracy nakreslony w
nastepnym rozdziale pracy.

Cel pracy jest przedstawiony w postaci dwu gtownych zadan badawczych wraz z
kilkoma celami szczegotowymi, gdzie pierwsze zwiazane jest z analizg in silico, a drugie
z biochemiczng pracg eksperymentalna. Generalnie pierwsze zadanie dotyczy
porownania pul ligandow RNA biatek Hfq i ProQ z E. coli, S. enterica i N. meningitidis,

by zidentyfikowa¢ sekwencje w RNA, ktéra determinuje preferencje w wigzaniu RNA do

Hfq, a nie ProQ i odwrotnie. Drugie zadanie za$ skupia sie na charakterystyce cech
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biochemicznych czgsteczek RNA zapewniajacych specyficzng, silng i stabilng interakcje
z mniej znanym biatkiem ProQ z N. meningitidis.

W rozdziale Materialy i Metody Autor w sposob syntetyczny opisuje
zastosowane metody, ktére pozwalajg na zrealizowanie i powtdrzenie zadan
badawczych.

W kluczowym rozdziale Wyniki Doktorant w pierwszej czesci prezentuje analizy
bioinformatyczne  dla  wyodrebnionych  eksperymentalnie  czasteczek RNA
pochodzacych z wielkoprzepustowych technik profilowania transkryptomu dla komoérek
E. coli, S. enterica i N. meningitidis udostepnionych przez inne grupy badawcze. Z
analiz z E. coli i S. enterica wynika, ze oba biatka rozpoznajg czasteczki RNA w
regionie Rho-niezaleznego terminatora transkrypciji, ale biatko Hfq preferuje przylegte
po stronie 5' do spinki terminatorowej sekwencje RNA bogatsze w urydyne, a biatko
ProQ w adenozyne. Wyniki zaprezentowano w formie poréwnan pozycyjnych (jako
schematy LOGO). Z powodu bliskiego spokrewnienia E. coli i S. enterica mozna byto
sie spodziewac takiej zbieznosci. Natomiast te same poréwnania pozycyjne nie sa juz
takie jednoznaczne, gdy analizuje sie czgsteczki RNA z niespokrewnionej bakterii N.
meningitidis. Sekwencja przylegta po stronie 5' od spinki terminatorowej jest
wzbogacona w adenozyne w czasteczkach RNA wigzanych zaréwno przez biatko ProQ,
jak i Hfg, u N. meningitidis.

W drugiej, empirycznej czesci wynikow, Doktorant oczyscit biatko ProQ z
meningokokéw w systemie ekspresyjnym E. coli, a nastepnie wykonat bardzo wiele
eksperymentdéw biochemicznych z wigzaniem roznych czasteczek RNA z bakterii N.
meningitidis, by zmapowaé determinanty wigzania do biatka ProQ. Generalnie badat
wptyw struktury Rho-niezaleznego terminatora oraz przylegtych do niego sekwencji w
kierunku 5 oraz 3'. Ustalit, ze struktura terminatora jest konieczna do interakcji z
biatkiem, a ogon urydynowy ma duzy wptyw na site wigzania i na wartoS¢ statej
rownowagi dysocjacji Ks. Podobnie miat sie parametr dtugosci sekwencji RNA po
stronie 5’ od terminatora. Dalej Doktorant manipulowat dtugoscia dwuniciowej struktury
terminatora i sekwencja petli, co wykazato, ze skracanie terminatora nie ma duzego
znaczenia, ale rozpoznanie RNA odbywa sie przez dolng cze$¢ terminatora, tzw.
podstawe. Dodatkowo zmiana sekwencji u podstawy spinki terminatora ma mniejsze
znaczenie dla oddziatywania RNA z biatkiem. Uwazam otrzymane wyniki za cenne

informacje dotyczace mato znanego homologa ProQ.




Doktorant w pracy bardzo krétko odniost sie do obserwaciji, ze wszystkie eksperymenty
ujawnity tylko jeden kompleks biatka ProQ — RNA, czyli stechiometrycznie 1:1. Czy
moge prosi¢ o komentarz w tej sprawie? Czy to zaskakujgce wobec badan nad Hfqg,
ktore tworzg kompleksy wyzszego rzedu? Czy mozna to jako$¢ odnies¢ do odmiennej
struktury ProQ, zredukowanej tylko do domeny FinO u menigokokow? Jak to
ttumaczyc?

W rozdziale Dyskusja, w najciekawszym dla mnie watku, Autor kontynuuje
porownawcze rozwazania dotyczace podobienstw i rézni¢ w rozpoznawaniu czgsteczek
RNA ze swoich obserwacji i wynikéw do tych znanych dla ProQ z E. coli. Znajduje wiele
spojnosci. Niemniej jednak, w mojej opinii, zgromadzone wyniki wskazujg, ze trudno
wskazac jednoznacznie na specyficzng sekwencje, czy element RNA dyskryminujgcy
rozpoznanie konkretnego biatka opiekunczego Hfg lub ProQ, a sortowanie czgsteczek
RNA u meningokokéw jest bardziej skomplikowane, niz wydawatoby sie poczgtkowo.
By¢ moze ta dyskryminacja czastek RNA jest bardziej oparta na parametrach czysto
biochemicznych. Sam Autor wydaje sie réwniez to dostrzega¢. Czy Doktorant uwaza,
ze w tym procesie sortowania czasteczek RNA u meningokokéw w kontekscie reakcji in
vivo mogtyby uczestniczy¢ jeszcze jakie$ inne elementy komorkowe i warunki reakgii
stwarzajace srodowisko w komorce?

Podoba mi sig rowniez watek Dyskusji dotyczacy scenariuszy interpretacji
podobienstwa sekwencji czasteczek RNA po stronie 5 spinki wigzanych przez oba
biatka opiekuncze u N. meningitidis. Podsumowujac, rozdziat Dyskusja jest napisany
dojrzale i rzeczowo. Autor uzyskane wyniki i obserwacje krytycznie zestawia z danymi
literaturowymi i witasciwie przedyskutowuje, co $wiadczy o doskonatej orientacji w
badanej dziedzinie.

Podobnie wysoko oceniam rozdziat Wnioski, w ktorym konkluzje pracy zostaty
przedstawione w syntetycznej formie.

Jesli chodzi o sposob przedstawienia rozprawy doktorskiej od strony formy
jezykowej, oceniam, iz zostata ona napisana poprawnym jezykiem i przygotowana
bardzo przejrzyscie, z zachowaniem wysokiej dbato$ci o szate graficzng i poczuciem
estetyki. Doszukatam sie tylko nielicznych drobnych pomytek i uchybien edytorskich
(np. powtorzenie zdania, str. 28), btedne uzycie stowa gen, zamiast transkrypt/mRNA
tego genu (str. 59 i Rys. 20A), uzycie stowa ,przyréwnanie” sekwencji zamiast
poréwnanie sekwengciji (str. 60, 61 i Rys. 21,22) oraz uzycie mniej fortunnego wyrazenia

,Kultura bakteryjna” (str. 64) zamiast po prostu hodowla bakteryjna.
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Te drobne uchybienia nie wptywajg na ostateczng ocene pracy doktorskiej, ani nie

pomniejszajg wartosci badawczej rozprawy doktorskie;j.

Podsumowanie
Na podstawie wnikliwie przeprowadzonej analizy merytorycznej i formalnej oceniam
rozprawe doktorska Pana mgr Macieja Basczoka pozytywnie. Stwierdzam z petnym
przekonaniem, ze stanowi ona oryginalne opracowanie problemu naukowego, oraz ze
dostarczyta solidnych wynikow poszerzajacych nasza wiedze o biochemii oddziatywan
czgsteczek RNA oraz funkcji biatek Hfqg i ProQ posredniczacych w tych
oddziatywaniach. Pragne podkresli¢ duzg iloS¢ wtozonej pracy laboratoryjnej kandydata,
ktory wykazat sie samodzielnoscia badawcza. Zdobyt tez finansowanie na projekt
badawczy. Potrafit umiejetnie i w sposob syntetyczny opracowac swoje wyniki naukowe
i przedyskutowac je wobec aktualnych, najnowszych danych literaturowych z zakresu
zwigzanego z pracg doktorska.

Podsumowujgc, oswiadczam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
w petni spetnia wymogi stawiane tego typu pracom, zawarte w ustawie z dnia 20 lipca
2018 r ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”. Wnosze zatem do Wysokiej Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. A. Mickiewicza o przyjecie tej
rozprawy i dopuszczenie pana mgr Macieja Basczoka do dalszych etapow

postepowania doktorskiego.

Dr hab. Iwona Mruk, prof UG




