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Opinia o rozprawie doktorskiej Pana mgr Macieja Basczok pt. “Elementy sekwencji i struktury
RNA rozpoznawane przez biatka z domeng FinO”

W rozprawie doktorskiej mgr Maciej Basczok przedstawia badania majgce na celu
poznanie podstaw oddziatywania biatek z domeng FinO z RNA. Praca doktorska mgr Macieja
Basczoka zostata wykonana w Pracowni Biochemii RNA Wydziatu Biologii UAM pod kierunkiem
prof. dr hab. Mikotaja Olejniczaka.

Rozprawa doktorska ma uktad tradycyjny. Liczy 120 stron. Praca opatrzona jest
Wstepem, w ktérym doktorant przedstawia wiedze na temat bakteryjnych biatek
opiekuiczych RNA biorgcych udziat w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow. W
szczegoblnosci przedstawia informacje na temat oddziatywania tych biatek z RNA, budowy
biatka Hfq oraz biatek zdomeng FinO. Wstep bardzo dobrze wprowadza czytelnika w tematyke
rozprawy doktorskiej. W rozdziatach Materiaty oraz Metody doktorant w sposdb jasny,
rzeczowy i wyczerpujacy przedstawia informacje pozwalajgce na odtworzenie eksperymentow
zaprezentowanych w rozprawie.

Rozdziat Wyniki rozprawy doktorskiej jest podzielony na dwa zadania badawcze. W
pierwszej czesci tego rozdziatu doktorant przedstawia badania majgce na celu poznanie
motywow w sRNA oraz w regionach 3’"UTR RNA rozpoznawanych przez biatka Hfq oraz ProQ.
Biatko ProQ jest biatkiem nalezgcym do rodziny biatek zdomeng FinO. Przedstawione badania
zostaty wykonane in silico. Doktorant wykorzystat informacje z szeregu publikacji
eksperymentalnych, w ktérych analizowano z jakimi sekwencjami RNA w bakteriach

Escherichia coli, Salmonella enterica i Neisseria meningitidis oddziatujg biatka Hfq oraz ProQ.
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W szczegdlnosci poddat analizie 10 reszt nukleotydowych po stronie 5 szpilki Rho-
niezaleznych terminatorow transkrypcji. Pokazat, ze dla E. coli oraz S. enterica sekwencje
oddziatujgce preferencyjnie z ProQ charakteryzowaty sie wzbogaceniem w reszty adenozyny
w analizowanym regionie, w odrdznieniu od sekwencji oddziatujgcych z Hfqg, ktére sg
wzbogacone w reszty urydyny. Prowadzone badania wskazujg, ze wzbogacanie sekwencji RNA
w adenozyny skutkuje obnizonym powinowactwem w stosunku do Hfqg. Takiej zaleznosci
doktorant nie zaobserwowat dla sekwencji RNA pochodzacych z bakterii N. meningitidis, gdzie
sekwencje RNA oddziatujgce z HfQ i ProQ byty wzbogacone w reszty adenozyny po stronie 5’
szpilki terminatorowej w przypadku obu biatek. Ta czes¢ wynikéow zostata opublikowana w
czasopismie Nucleic Acids Research jako czes¢ artykutu.

Druga, znacznie dtuisza cze$é rozdziatu Whyniki jest poswiecona  badaniom
eksperymentalnym majgcym na celu okreslenie cech czgsteczek RNA rozpoznawanych przez
biatko ProQ z N. meningitidis. Doktorant oczyscit to biatko, a nastepnie analizowat jego
wigzanie do siedmiu sekwencji okreslonych wczesniej jako oddziatujgce z ProQ i posiadajgcych
szpilke Rho-niezaleznego terminatora transkrypcji. Odpowiednie sekwencje RNA byly
syntezowane w firmie komercyjnej i oczyszczane przez doktoranta albo byty produktem
reakcji transkrypcji in vitro na odpowiedniej matrycy. W obu wypadkach doktorant
przeprowadzat dodatkowg procedure ich oczyszczania oraz znakowania konca 5’
radioaktywnym izotopem fosforu 32P. Stata dysocjacji dla reakcji oddziatywania ProQ z
odpowiednimi czgsteczkami RNA zostata wyznaczona w eksperymentach typu EMSA.
Doktorant w tej czesci rozprawy doktorskiej rozpoczat badania od oznaczenia powinowactwa
ProQ do kazdego z siedmiu analizowanych konstruktow RNA. Nastepnie, w sposéb bardzo
metodyczny zmieniat sekwencje analizowanych RNA. Pokazat, ze sekwencja Rho-niezaleznego
terminatora transkrypcji jest konieczna do wigzania RNA z biatkiem ProQ. Pokazat nastepnie,
ze wydtuzenie korica 3’ poza region oligo(U) zmniejsza powinowactwo RNA do ProQ. Pokazat
réwniez, ze skrécenie sekwencji Oligo(U) bardzo znaczaco obniza oddziatywanie. W kolejnej
serii eksperymentow doktorant analizowat znaczenie sekwencji po stronie 5’ szpilki
terminatora. Wykazat, ze sekwencja ta jest istotna dla oddziatywania z ProQ. W nastepnej serii
eksperymentow mgr Basczok zanalizowat wptyw zmian w samej sekwencji szpilki terminatora
na site wigzania. Uzyskane wyniki pokazaty, ze usuwanie ,gérnych” par nukleotydow ze
struktury szpilki nie wptywato znaczgco na oddziatywanie z ProQ co sugeruje istotnos¢ par

nukleotyddéw znajdujgcych sie w ,,dolnej” czes¢ spinki terminatora. W sumie w trakcie badan
2



in vitro wykonanych technikg EMSA doktorant zanalizowat wigzanie ponad pieédziesieciu
roznych konstruktéw RNA z biatkiem ProQ. Kazdy konstrukt RNA wymagat zaprojektowania,
otrzymania, oczyszczenia oraz wyznakowania izotopem. W kaidym doswiadczeniu
okreslajgcym site wigzania doktorant miareczkowat biatko ProQ i kazde z tych doswiadczen
byto powtdrzone trzykrotnie. To pokazuje ogrom pracy eksperymentalnej ktérg doktorant
wykonat aby przeanalizowa¢ od jakich elementéw sekwencji i struktury RNA zalezy wigzanie
biatka ProQ z N. meningitidis. ~ Chciatbym rdéwniez podkresli¢, ze doswiadczenia
przeprowadzone przez doktoranta byty w racjonalny sposdb zaprojektowane i wykonane.

ProQ z N. meningitidis sktada sie wytagcznie z domeny FinO i znaczaco rézni sie od
swojego odpowiednika z E. coli zbudowanego dodatkowo z domeny Tudor oraz linkera
taczacego te domene z domeng FinO. Dodatkowo, podobienstwo sekwencji aminokwasowej
w domenie FinO w obu biatkach nie jest duze. To powoduje, ze nie mozna wynikow dla ProQ
z E. coli ekstrapolowac dla uktadu doswiadczalnego wykorzystujgcego ProQ z N. meningitidis
oraz sekwencje RNA tej bakterii. Po przeczytaniu rozprawy nasuneto mi sie kilka pytain do
doktoranta. W eksperymentach EMSA zawsze pozostawata pewna frakcja nieoddziatujgcego
z biatkiem ProQ RNA, pomimo wzrostu stezenia ProQ i osiggniecia wyptaszczenia krzywych
wigzania. Czy w przypadku gdy taka frakcja byta stosunkowo wysoka (np. Rysunek 27 i Tabela
1; iga-3'UTR oraz NMNc0006) doktorant przeprowadzat powtdrng procedure otrzymywania
wyznakowanego RNA? Czy w takich przypadkach programy do analizy struktur RNA
sugerowaty, ze moze istnie¢ réwniez struktura alternatywna? Czy doktorant prébowat
oznacza¢ stafg dysocjacji kompleksu badane RNA - ProQ innymi niz EMSA metodami? Jakie
inne metody eksperymentalne mozna do takich badan prébowaé zastosowac?

W rozdziale Dyskusja doktorant w sposdb rzeczowy podsumowuje swoje wyniki,
konfrontujac je réwnoczes$nie z danymi literaturowymi.

Praca jest napisana w sposoéb jasny. Szata graficzna, przygotowanie rycin oraz edycja
tekstu sg bardzo staranne.

Podsumowujgc, praca doktorska pana mgr Macieja Basczoka przedstawia nowe,
oryginalne badania w ktérych doktorant z sukcesem przeprowadzit analize elementéw w
sekwencji i strukturze Rho-niezaleznego terminatora istotnych dla oddziatywania ProQ z N.
meningitidis. Doktorant wykazat, ze w oddziatywaniu z ProQ bierze udziat,,dolna” czes¢ spinki

terminatora wraz z sekwencjg po stronie 5’ oraz 3’ terminalng sekwencjg ogona oligo(U).



Realizowane przez doktoranta zadania badawcze uwazam za ambitne oraz istotne z punktu
widzenia naukowego i poznawczego.

Nie mam watpliwosci, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021 r. poz. 478. W zwigzku z tym sktadam wniosek do Rady
Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o dopuszczenie Pana mgr
Macieja Basczoka do dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
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