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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Macieja Basczoka "Elementy sekwencji i
struktury RNA rozpoznawane przez biatka z domeng FinO"

Tematem pracy sg bakteryjne biatko opiekuncze wigzgce RNA. Celem byto poznanie
elementdw RNA, ktéore decydujg o specyficznym oddziatywaniu tych biatek, a w
szczegblnosci ProQ oraz Hfg, z danymi RNA. Nie bede szczegétowo opisywat catej tresci
pracy. Zostanie ona zaprezentowana podczas obrony. Chciatbym zwréci¢ uwage na te
elementy pracy, ktére uznatem za szczegdlnie istotne.

Wstep napisany jest przystepnym jezykiem i umiejetnie wprowadza czytelnika w
badang tematyke. Opisuje mechanizmy regulacji gendw przez bakteryjne krdtkie RNA (sRNA)
oraz biatka opiekuncze wigzgce RNA. Oddzielne rozdziaty poswiecono kanonicznemu biatku
Hfg oraz rodzinie biatek z domeng FinO. Do tej drugiej grupy nalezy ProQ. Biatko z E. coli
zawiera N-koncowg domene FinO, nieuporzgdkowany linker oraz C-kor\cowg domene Tudor.
Ortolog z N. meningitidis zawiera jedynie domene FinO z krétkimi sekwencjami po obu
stronach. Waznym elementem wstepu jest rozdziat opisujacy wczesniejsze badania, ktére
pokazaty, ze Hfg i ProQ wigzg rdézine pule RNA; ich wspdlne ligandy stanowig znaczg
mniejszo$¢ badanych RNA. To, czego zabrakto mi we wstepie to opis roli i mechanizmu
dziatania Rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji. Jest to element, ktéry odgrywa
kluczowa role w badaniach opisanych w pracy. Przypomnienie znaczenia fizjologicznego oraz
mechanizmu dziatania terminatoréw bytoby pomocne dla czytelnika, aby zrozumieé
znaczenie opisywanych badan.

Rozdziat Metody zawiera doktadny opis procedur eksperymentalnych, ktory powinien
umozliwi¢ powtdrzenie przeprowadzonych eksperymentédw. W pracy zastosowano metody
bioinformatyczne do analizy sekwencji RNA wigzanych przez ProQ i Hfg. Cze$¢ doswiadczalna
opierata sie na oczyszczaniu biatka oraz testdw wigzania metody rdznicowej migracji
komplekséw w zelu poliakrylamidowym (ang. electromobility shift assay EMSA).

Rozdziat Wyniki sktada sie z dwdch czesci. Pierwsza zawiera analize dostepnych,
opublikowanych wczesniej danych z sekwencjonowania RNA (uzyskane metodami RIL-seq,

CLIP-seq). Celem byta analiza sekwencji po stronie 5’ struktur spinki do wtoséw Rho-
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niezaleznych terminatoréw transkrypcji wigzanych przez biatka Hfqg and ProQ. W skrdcie
biatko ProQ z E. coli oraz S. enterica preferencyjnie wigze struktury spinki do wtosow, w
ktérych po stronie 5’ pary zasad G/C u podstawy spinki znajdujg sie dwie do pieciu reszt
adenozyny. Biatko Hfq z E. coli i S. enterica wykazywato pewng preferencje dla reszt urydyny.
Biatko ProQ z N. meningitidis preferowato trzy adenozyny przed parg G/C u podstawy spinki.
Co ciekawe, biatko Hfq z tego samego organizmu miato podobng preferencje sekwencyjng,
co ProQ, i jest to cecha, ktéra odrdznia go od jego ortologdéw z E. coli i S. enterica. Oznacza
to, ze sekwencja po stronie 5’ spinki terminatora nie jest elementem, ktéry determinuje to,
ze biatka Hfq i ProQ z N. meningitidis wigzg rézne pule RNA. Stad zatozenie, ze jakies inne
elementy decydujg o obserwowanych rdznicach w wigzaniu RNA. Poréwnanie sekwencji
aminokwasowej biatek Hfq z E. coli i N. meningitidis wskazato elementy w sekwencji, ktére
moga odpowiadac za te rdznice.

Druga czes$¢ rozdziatu Wyniki opisuje prace doswiadczalne — wnikliwg analize
elementéw determinujgcych preferencyjne wigzanie danych RNA przez ProQ z N.
meningitidis. Biatko oczyszczono do wysokiej homogennosci. Wigzanie RNA badane metodg
EMSA dla bardzo duzej liczby wariantédw réznych RNA. Uznanie budzi przeprowadzenie tak
szeroko zakrojonych i pracochtonnych badan. Wyniki pokazaty, ze ProQ wigze strukture
spinki do wtoséw Rho-niezaleznego terminatora transkrypcji z wysokim (nanomolarnym)
powinowactwem. Dodatkowo doktorant pokazat stosujgc modelowe RNA oraz ich warianty,
ze:

- kluczowa dla wigzania spinki terminatora jest dostepnos$¢ konca 3’ oraz to, by
zawierat cigg co najmniej szesciu urydyn,

- wktad do wigzania ma réwniez sekwencja po stronie 5’ spinki,

- ProQ wigze dolng czes¢ spinki.

W mojej opinii waznym uzupetnieniem opisywanych prac bytyby doswiadczenia, w
ktorych zbadano by wspétzawodnictwo Hfg i ProQ o wigzanie modelowych RNA. Chciatbym
prosi¢ Doktoranta o oméwienie mozliwych podejsé doswiadczalnych do wykonania tego typu
eksperymentow. W czesci Wyniki zabraktlo mi powigzania obu czesci (bioinformatycznej i
doswiadczalnej). Czy wszystkie RNA testowane in vitro posiadaty sekwencje adenozyn przed
parg G/C u podstawy spinki terminatora? Czy na podstawie zmierzonych statych

powinowactwa dla réznych RNA mozna potwierdzi¢ preferencje dla adenozyn obserwowang
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w wynikach sekwencjonowania nowej generacji? Nasuwa mi sie tez pytanie techniczne.
Wykresy analizy ilosciowej doswiadczen EMSA pokazujg wyniki dla trzech niezaleznych
pomiardw. Na wykresach nie pokazano jednak stupkéw btedu dla kazdego pomiaru. Czy byto
to intencjonalne? Jaki byt rozrzut poszczegdlnych pomiaréw?

Rozdziat Dyskusja zawiera kompletng i wnikliwg analize uzyskanych wynikéw. Co
wazne jasno definiuje braki w naszym zrozumieniu oddziatywan biatek Hfq oraz ProQ z
terminatorami transkrypcji w tym kwestie, ktorych nie udato sie wyjasni¢ w niniejszej pracy.
Komplikacjg tych badan jest to, ze biatka opiekuricze moga oddziatywa¢ z RNA na kilka
sposobdéw (opisano to np. dla Hfg). Oznacza to, ze moze by¢ konieczne okreslenie wielu
struktur przestrzennych dla komplekséw z réznymi RNA, aby w petni zrozumie¢ molekularne
determinanty badanych oddziatywan.

Podsumowujgc, opisane badania dostarczyty istotnych informacji o elementach
decydujacych o wigzaniu poszczegdlnych RNA przez biatka Hfg i ProQ. Przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska opisuje badania na wysokim poziomie merytorycznym i
technicznym. Uwazam, Zze rozprawa spetnia warunki okreslone w ustawie Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdin. zm.) i z petnym
przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie Pana mgr Macieja Basczoka do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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