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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dawida Koscielniaka pt.:
»INieprogramowany poslizg transkrypcji: analiza poré6wnawcza bakteryjnej (Escherichia coli)
i bakteriofagowej (T7) polimerazy RNA"

Promotor: dr hab. Marian Sektas, prof. Uniwersytetu Gdanskiego (Katedra Mikrobiologii, Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego)

Postep w technologiach sekwencjonowania DNA, RNA i bialek znacznie poszerzyt
mozliwosci badan nad wewnatrzkomérkowym  zroznicowaniem  produktéw  ekspresji
poszczeg6lnych genéw u mikroorganizmoéw oraz nad jego przyczynami. Jedna z tych przyczyn sa
btedy w transkrypcji homopolimerowych sekwencji obecnych w matrycowym DNA, szczegolnie
tzw. ciggow kilku A lub T, stosunkowo czestych w genomach duzej liczby bakterii. Cho¢ moga one
powodowac fenotypowe odwrocenie efektow delecje lub insercji w genach kodujacych biatka i sa
problemem w ekspresji gen6w w bakteriach na potrzeby przemysti, mechanizmy ich powstawania
oraz uwarunkowania w obrebie sekwencji DNA, na matrycy ktérych powstaja sq stabo poznane.

Celem przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej mgr Dawida KoScielniaka, bylo
porownanie nieprogramowanych poslizgow transkrypcji dwoch polimeraz RNA o odmiennej
strukturze: wielopodjednostkowej polimerazy RNA Escherichia coli reprezentujacej polimerazy
bakteryjne oraz jednopodjednostkowej polimerazy DNA bakteriofaga T7 reprezentujacej
polimerazy fagowe, ze szczeg6lnym uwzglednieniem wptywu dlugosci i typu samych sekwencji
homopolimerowych oraz sekwencji otaczajacych, a takze niektorych czynnikéw biatkowych
wplywajacych na elongacje, na czestos¢ poslizgow.

Praca zostala wykonana w Katedrze Mikrobiologii, Wydzialu Biologii Uniwersytetu



Gdanskiego, pod kierunkiem prof. Mariana Sektasa, w ktérego kregu zainteresowan od kilku lat sg
poslizgi polimeraz RNA na homopolimerowych sekwencjach oraz uwarunkowania wptywajace na
ten proces. Wybor do rownoleglych badan w podobnych warunkach dwdch polimeraz o odmiennej
strukturze, rozniacych sie ponadto zdolnoSciami korektorskimi istotnie podwyzsza wage
otrzymanych wynikow, tym bardziej, ze autor zadbal tam gdzie bylo to mozliwe o ujednolicenie
zaréwno efektywnos$ci transkrypcji przez obie polimerazy w badaniach poréwnawczych jak i
systemow reporterowych pozwalajacych na jakoSciowe i iloSciowe pordwnanie otrzymanych
wynikdw, co wymagalo wielu zmudnych badan wstepnych. Warto podkresli¢, ze w prezentowanej
pracy po raz pierwszy porownano zdolnosci polimerazy RNA E. coli i bakteriofaga T7 do poslizgu
podczas transkrypcji homopolimerow A lub T krotszych niz 9 reszt nukleotydowych. W potaczeniu
z wysokim poziomem standaryzacji warunkow dzialania obu polimeraz pozwolilo to na
zaobserwowanie istotnych réznic w ich zdolnosci do poslizgu podczas transkrypcji, a tym samym
czestosci generowania polimorficznych transkryptéw genoéw zawierajacych homopolimery A lub T i
roznej zaleznoSci tej czestosci od typu, dlugosci i bezposredniego otoczenia sekwencji
homopolimerowych, a takze ro6znic w preferowanych zmianach typu insercji lub delecji
powstajacych z udziatem kazdej z badanych polimeraz.

Kluczowe dla mozliwo$ci badania wptywu sekwencji poli-A i poli-T na czestosci poslizgow
poszczegblnych polimeraz podczas transkrypcji byto postuzenie sie odpowiednimi systemami
wskaznikowymi. Autor przygotowatl i wykorzystat kilka. Do pomiaru czestosci poslizgu -1 i +1
postuzylt sie genem mbolIM2 kodujacym metylotransferaze Moraxella bovis, zawierajacym kilka
sekwencji homopolimerowych i sklonowanym w plazmidzie zar6wno w wariancie pod kontrolg
promotora dla polimerazy RNA E. coli jak i dla polimerazy RNA faga T7. Dobral stezenia
induktoréw kazdego z promotoroéw tak, by cho¢ w czesci skompensowac roznice w elongacji
transkrypcji pomiedzy obydwoma polimerazami. Wariant genu mbolIM2 z delecja jednej reszty
adenozyny w sekwencji poli-A wykorzystal do pomiaru poslizgu polimerazy o -1 poprzez pomiar
zaréwno aktywnos$ci metylujqcej biatka o fenotypie dzikim tworzonego na skutek poslizgu jak i
wzglednego poziomu przypuszczalnego biatka o fenotypie dzikim i bialka mutanta o masie
mniejszej od bialka dzikiego. Duzg cze$¢ pracy zajmuje opis badan zmierzajacych do oddzielenia
efektéw zwigzanych z poslizgiem polimerazy od towarzyszacego im efektu polarnosci transkrypcji,
powodujacego znacznie zmniejszenie ilosci transkryptéw dystalnej czesci genu reporterowego u
mutanta z przedwczesnym sygnatem terminacji translacji w tym genie. Do badan poréwnawczych
wplywu roznych czynnikow na efekt polarnosci transkrypcji autor wykorzystal pomiary ilosci
mRNA reprezentujacych poszczeg6lne czesci transkryptu z wykorzystaniem odwrotnej transkrypcji

i ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym z parami starterow komplementarnych do réznych



czesci badanego genu. Pozwolilo to na wykazanie, ze efekt polarnosci transkrypcji obserwowany u
mutanta z delecjq reszty adenozyny w rejonie poli-A genu mbolIM2 powigzany jest z degradacja
pozbawionego rybosom6w mRNA przez RNaze E i nie zalezy od czynnika terminacyjnego Rho.
Brak udzialu czynnika Rho w tym procesie autor wykazal roéwniez przez zademonstrowanie, ze
bicyclomycyna, blokujaca dzialanie Rho nie ma wplywu na obserwowany efekt polarnosci
transkrypcji.

Badania z wykorzystaniem genow reporterowych umozliwity ocene czestosci poslizgow o -
1 na sekwencji poli-A, ale nie dawaly pelnego obrazu poslizgéow polimerazy. Dlatego autor
porownywat pojedyncze odczyty sekwencji produktéow odwrotnej transkrypcji otrzymanych z
wykorzystaniem puli transkryptow genu mbolIM2 z delecjq reszty adenozyny w ciggu poli-A,
wytworzonych przez polimeraze RNA E. coli i T7. Pozwolilo to na ocene czestosci delecji i insercji
w rejonach homopolimerowych mRNA wytworzonego przez kazda z tych polimeraz i pokazanie
réznic pomiedzy polimerazami w czestosci poslizgéw, preferencji dla poszczegélnych rejonow
poslizgowych i preferowanych zmian wynikajacych z poslizgéw. Mam dodatkowe pytanie do tej
czesci wynikow. Polimerazy DNA uzywane do sekwencjonowania tez w warunkach in vitro myla
sie na sekwencjach poslizgowych. Jaka wiec moze by¢ w eksperymencie sekwencjonowania cDNA
otrzymanego na matrycach polimorficznych mRNA kontrola okre$lajaca ile z obserwowanych w
otrzymanych sekwencjach DNA polimorfizméw reprezentuje te przepisane z mRNA, a ile te
wygenerowane przez polimerazy uzyte do sekwencjonowania?

Ciekawe obserwacje przedstawione przez autora dotyczqa wplywu antyterminatorowego
biatka N i wigzacej to biatko sekwencji nutL na czesto$¢ poslizgow polimerazy RNA E. coli na
krétkich sekwencjach poli-A. Mimo, ze w poprzednich badaniach wykazano wpltyw N i nutL na
czestos¢ poslizgow polimerazy na sekwencjach poli-A i poli-T dluzszych niz 8 reszt
nukleotydowych, i autor potwierdzit te obserwacje, wykazal jednoczesnie, ze w przypadku
krotszych sekwencji poli-A i poli-T , brak jest wptywu N/nutL na czesto$¢ poslizgéw, a biatko N
dziala w tym wypadku nie jako antyterminator, a raczej jako pozytywny czynnik elongacyjny.
Zwieksza wiec stezenie dystalnej czesci transkryptow takich sekwencji. Ciekawa jestem, czy autor
moglby zaproponowac z czego moze wynika¢ roznica wplywu biatka N i sekwencji nutL na
czestos¢ poslizgéw polimerazy RNA w rejonach dhugich i krotkich sekwencji homopolimerowych
poli-A lub poli-T.

Inny system reporterowy zostal wykorzystany przez autora w badaniach nad preferencjami
polimerazy RNA E. coli i T7 do poslizgu w zaleznosci od rodzaju sekwencji homopolimerowej, jej
dlugosci i otoczenia nukleotydowego. W tym celu autor wykorzystat geny fuzyjne sktadajace sie z

genu reporterowego gfp poprzedzonego fragmentami DNA zawierajacymi sekwencje poli-A lub



poli-T réznej dlugosci i w réznym bezposrednim otoczeniu nukleotydowym. Przez dobér sekwencji
o odpowiedniej dhugosci poprzedzajacych gfp i poza ramka odczytu o -1 lub +1 mozliwe byto
badanie efektéw poslizgu przywracajacych synteze fuzji z gfp wykazujacej fluorescencje. Jednak
uzyskanie wiarygodnych wynikow wigzalo sie z koniecznoScia pokonania szeregu trudnosci
technicznych zwigzanych z koniecznoscia wyboru sposréd badanych fragmentéw genu mbolIM2 z
delecjami lub insercjami takich, ktérych naprawione produkty nie zaghiszaty fluorescencji w fuzji z
biatkiem Gfp, potwierdzenia, ze sekwencja otrzymanych fuzji odpowiada biatkom powstalym po
poslizgu o -1 lub +1, dodatkowych badan nad wplywem zmian nukleotydowych powstatych w
wyniku poslizgu na poczatku genu fuzyjnego na poziom ekspresji tego genu i tym samym poziom
fluorescencji, a takze dodatkowej normalizacji wynikéw pomiaru fluorescencji zaleznie od liczby
reszt aminokwasowych z N-konca biatka Gfp pozostawionych na skutek poslizgu. Dopiero po tak
licznych badaniach wstepnych autor mogt dokona¢ wiasciwych analiz pozwalajacych m. in. na
okreslenie minimalnej dlugosci sekwencji poli-A i poli-T niezbednych do indukcji poslizgu przez
kazda z badanych polimeraz oraz preferencji dla okre$lonych reszt nukleotydowych w miejscach
obserwowanych poslizgéw i w ich bezposrednim sasiedztwie. W analizie wynikow wykorzystat
globalne pomiary fluorescencji hodowli znormalizowanych pod wzgledem liczby komorek,
przyzyciowe obserwacje fluorescencji w pojedynczych komoérkach, oraz pomiary iloSci réznych
form biatek fuzyjnych w komoérkach metodq Western blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-
Gfp. W dalszej czesci badan zbadat wptyw biatek GreA i GreB znanych jako czynniki antypauzowe
na efektywnos¢ poslizgu polimerazy RNA E. coli. Wyniki tych eksperymentow wskazaly na
negatywny wplyw tych biatek na czesto$¢ poslizgu, zamiast spodziewanego wptywu pozytywnego.
Ciekawa jestem, jak moznaby ten wynik zinterpretowac.

Ogolnie wyniki badan zaprezentowanych przez autora pokazaly olbrzymie bogactwo
czynnikow wplywajacych na poslizgi polimeraz RNA podczas transkrypcji rejonéw poli-A i poli-
T, oraz duze réznice w tym wzgledzie pomiedzy wielopodjednostkowa polimeraza RNA E. coli i
jednopodjednostkowa polimeraza bakteriofaga T7. Polimeraza RNA faga T7 wykazata przy tym
duzo wieksze tendencje do poslizgu, nawet podczas transkrypcji krotkich sekwencji
homopolimerowych. Dodatkowo w pracy wykazano, Zze roznice pomiedzy obydwoma
polimerazami w efektywno$ci tworzenia mRNA nieprawidlowo przettumaczonych na skutek
poslizgu sq potegowane przez tzw. efekt polarnosci transkrypcji zwigzany z przedwczesng
degradacja gotych transkryptow tworzonych przez polimeraze RNA E. coli, przez RNaze E. Nie jest
dla mnie jasne, dlaczego efekt polarny transkrypcji, jak podkreslit Autor, nie wystepuje w
przypadku polimerazy RNA faga T7. Czy wynika to z braku powinowactwa czynnikow

odpowiedzialnych za ten efekt do polimerazy RNA T7?



Ciekawe wnioski wynikaja z przeprowadzonej przez Autora analizy genoméw E. coli i
bakteriofaga T7 pod katem okre$lenia zawartosci naturalnych sekwencji poli-A i poli-T w genach,
oraz rejonach miedzygenowych i promotorowych w tych genomach. By¢ moze to duza sklonnos¢
polimerazy RNA faga T7 do poslizgdw ogranicza liczbe dlugich ciagéw homopolimerowych
sekwencji w genomie tego faga w poréwnaniu z genomem E. coli. Z drugiej strony analiza
czestosci wystepowania ciggébw homopolimerowych w genomie E. coli wykazala istotng
nadreprezentacje ciagdw poli-A/poli-T o dhugosci 5-9 reszt nukleotydowych, co wydaje sie byc¢
zakonserwowang cechg genomow wielu bakterii. Przy omawianiu tej obserwacji warto uwzglednic
znaczenie wlasnie takich ciagéw dla pakowania DNA w nukleoidzie bakteryjnym (Tolstorukov i in.
2005, NAR, 33, 3907-18).

Rozprawa, lacznie z liczacym ponad 300 pozycji spisem literatury liczy 202 strony tekstu i
jest przygotowana bardzo starannie. Dodatkowo tekst jest wzbogacony o materialy uzupelniajace.
W zawartym na 39 stronach wstepie autor skoncentrowal sie na opisie struktury dwoch
porownywanych w pracy polimeraz RNA oraz ogolnym opisie poszczegolnych etapow transkrypcji.
Moim zdaniem zabraklo wprowadzenia w zagadnienia dotyczace czynnikow biatkowych
wplywajacych na efektywnos¢ i wiernos¢ elongacji transkrypcji i o mechanizmach ich dzialania,
tym bardziej, ze w doSwiadczeniach opisanych w pracy badany byt wptyw kilku z tych czynnikéw
(np. GreA i GreB), na nieprogramowane poslizgi polimerazy RNA E. coli. Nie poruszono tez
problemu zahamowania transkrypcji jako czesci mechanizmu korekty bledéw transkrypcyjnych.
Chociaz wyniki ostatnich badan potwierdzaja tylko ograniczona role GreA w tym procesie, dodanie
we wstepie informacji o GreA i GreB oraz innych biatka uwzglednionych w prezentowanych
badaniach pomogloby w lepszym zrozumieniu dalszych czeSci pracy. Najciekawsza czeS¢ wstepu
posSwiecona jest przykladom wystepowania poslizgéw transkrypcji w naturze oraz ich
konsekwencjom, co podkresla waznos¢ tematyki podjetej przez autora pracy. Zawarty na 45
stronach tekstu opis materiatow i stosowanych metod jest na tyle precyzyjny, ze powtorzenie badan
opisanymi metodami nie powinno sprawia¢ problemu. Na uwage zasluguje zr6znicowany dobor
wskaznikow do badania poslizgow polimeraz RNA podczas elongacji transkrypcji, wiaczajac
zaré6wno pomiar iloSci RNA jak i pomiar ilosci réznych wariantdw biatek z wykorzystaniem
metody Western blotting oraz fluorescencji fuzji z biatkiem Gfp. Dla pokazania wpltywu
uwarunkowan sekwencji DNA na czestoSC poslizgdw i rodzaj generowanych przez nie mutacji
autor skonstruowata az 116 nowych plazmidow oraz szereg mutantow E. coli. W opisie wynikow
zwraca uwage starannos¢ w doborze systemdéw detekcji posSlizgow polimerazy, tak by
wyeliminowa¢ w jak najwiekszym stopniu roznice albo z nimi niezwigzane, albo bedace tylko ich

skutkiem posrednim. W mojej opinii praca jest unikalnym tak dokladnym i przemyslanym studium



porownawczym polimerazy RNA E. coli i polimerazy RNA bakteriofaga T7, pod katem zdolnoSci
obu polimeraz do poslizgéw oraz ich preferencji w tym zakresie. Przedstawione dane nie
wyczerpuja tematu zwigzanego z poslizgami obu polimeraz podczas transkrypcji sekwencji
homopolimerowych, jednak wskazuja na istotne réznice pomiedzy polimerazami, pokazujq szereg
czynnikow istotnych dla czestosci poslizgéw i daja porzadne podstawy dla kontynuacji badan nad
poslizgami z utrzymaniem wskazanych w pracy wysokich standardow kontroli. Pokazuja tez
jednoznacznie, ze heterogennosc transkryptéw zwiazana z pos$lizgami polimeraz przy transkrypcji
genow zawierajacych sekwencje homopolimerowe powinna by¢ brana pod uwage przy
wykorzystywaniu kazdej z tych polimeraz do ekspresji sklonowanych genéw w procesach
produkcji biatek. Wiele z tych istotnych zagadnien zostalo poruszonych przez autora w dyskusji
wynikow pracy. Wynika z niej jasno, ze dopiero badania poslizgu polimeraz z uwzglednieniem
wplywu na transkrypcje szeregu innych czynnikéw, takich jak np. sprzezenie transkrypcyjno-
translacyjne, terminacja transkrypcji, degradacja RNA oraz regulacja pauzowania, czy tez i
szybkoSci oraz procesywnosci samych polimeraz moga da¢ wiarygodny obraz tego procesu i
czestosci jego zachodzenia.

Z obowiazku recenzenta mam kilka drobnych uwag i pytan odnos$nie tekstu pracy.

1. Na str. 16 wstepu znalaztam dotyczace polimerazy RNA faga T7 sformulowanie "Nie
transkrybuje ona genoéw obstugiwanych przez naturalne promotory". Moim zdaniem
wlasciwsze byloby napisanie "bedacych pod kontrolg naturalnych promotorow".

2. Str. 25, podpis pod Ryc. 7: Co autor miat na mysli uzywajac sformutowania "drugorzedowy
kanat"?

3. W opisie Materialéw, w Tabeli 2, faga P1vir opisano jako mutanta z delecja rejonu attP.
Tymczasem fag P1 nie ma miejsca attP, bo jego profag wystepuje w komorce w postaci
plazmidu, a nie jako DNA zintegrowane z chromosomem. Przyczyna niezdolnosci mutanta
P1vir do lizogenii jest inna niz opisano w pracy.

4. Str. 62: podrozdziat 4.4.2.19" 15 mM MgSOu4nie jest buforem.

5. Str. 72: Zamiast sformulowania "Transformacja plazmidowa" wlasciwiej byloby napisac¢
"Transformacja plazmidowym DNA", a zamiast tytulu rozdzialu "Indukcja hodowli
bakteryjnej" dla jasnosci i poprawnos$ci mozna byto napisa¢ o indukcje czego w komorkach
chodzi.

6. Na str. 89 i 93 autor uzyt sformulowania "cofniete konce". Czy nie lepiej byloby zamiast
tego uzy¢ powszechnej w literaturze nazwy "lepkie konce"?

7. Opis konstrukcji plazmidu pBADT7mbolIM2AA356 pojawia sie nieoczekiwanie na koncu

rozdzialu Metody. Czy nie lepiej byloby zamiescic¢ ten opis razem z opisami konstrukcji
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innych plazmidéw?

8. Str. 96: Na jakiej podstawie dobrano akurat takie stezenia induktorow dla promotora RNAP
T7 i dla promotora RNAP E. coli. Czy robiono pomiary poziomu trasnskryptow przy
réznych stezeniach induktorow, czy tez postuzono sie danymi literaturowymi?

9. Str. 107: Zamiast "81 nukleotydow" i "29 aminokwasow" poprawnie powinno by¢ "81 reszt
nukleotydowych" i "29 reszt aminokwasowych"

10. Str. 112: Czy chodzilo o "Wplyw szybkosci i procesywnosci”, a nie "Wplyw szybkosci
procesywnosci?

11. Str. 113: Nie zgadzam sie z interpretacja wynikdw przedstawionych na Ryc. 26. Wg tej
interpretacji w przypadku wiaczonego do chromosomu genu mbolIM2AA356 zar6wno z
udziatlem polimerazy RNA E. coli jak i z udzialem polimerazy T7 nastepuje produkcja
zaréwno krétszej jak i dhugiej formy biatka i jest efektywniejsza w przypadku polimerazy
RNA T7. Dane przedstawione na rysunku pokazuja jednak, ze dluga forma dominuje po
indukcji transkrypcji z udzialem polimerazy RNA T7, a krotka po indukcji transkrypcji z
udzialem polimerazy RNA E. coli.

Przedstawione uwagi w niczym nie umniejszaja wartosci pracy, ktora oceniam wysoko.
Autor osiagnat zamierzony cel. Ponadto, gléwne wyniki pracy zostaly opublikowane w dwoch
publikacjach w miedzynarodowym czasopisSmie Microbial Cell Factories o wspotczynniku
oddzialywania (IF) wynoszacym (4,402) i byly w zwigzku z tym juz poddane wnikliwej ocenie
przez specjalistow. Mgr Koscielniak jest pierwszym z czterech wspétautoréw w jednej z tych prac i
drugim w drugiej. Podsumowujac stwierdzam, Ze recenzowana praca speinia wymogi formalne i
merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim i odpowiada warunkom okreslonym ustawie o tytule
i stopniach naukowych. Przedstawione wyniki stanowig istotny wklad do wiedzy na temat
nieprogramowanych  poslizgow  dwoch  roznych  polimeraz RNA na  sekwencjach
homopolimerowych podczas transkrypcji. Stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk
biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego, o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Dawida
Koscielniaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na wysoka

warto$€ merytoryczna pracy, wnosze o jej wyroznienie stosowng nagroda.
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