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Ocena pracy doktorskiej pt. ,/naliza strukturalnych uwarunkoruarl ryybranych empow otog€ne<y ?nau#.

regul.anrou4tch RNA u Arabidopsi^t thaliana" przygotowanej pruez mgr Agnieszke Micl.rewrcz
Piotrowsk4, pod opiek4 profl dr hab. Marty Szachniuk i drJoanny Sarzyriskiei, w dzie&inie
nauk fuislych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk chemicznych.

Omowienie rozprarry.:

Rozprawa doktorska jest napisana w jEzyku polskim. Zostala ona przygotowana na podstawie
materialu z piqciu arwkul6w opublikowanych wczeSniej w migdzynarodowych czasopismach.
W dw6ch ztych artykut6w doktorantka by{a pierwsz4 autork4 a wjednym d*ga.
Praca sktada sig z piqciu rozdzialow, poza rym w praq/ umieszczone s4: qpis skrotor..
u2ywanych w pracy, streszczenia w jqzyku polskim i angielskim, bibliografia arzz zal4cznikJ.
Pierwszy rozdzial zawiera wstqp opisuj4cy problemarykg kr6tkich regulatorowych sekwencji
RNA. W drugim rozdziale autorka przedstawita cel pracy Rozdzial trzeci po5wiqcony jest
opisowi material6w i metod stosowanych w pracy. W rozdziale czwartlmo znalaAy siq wlmiki
wraz z dyskusj4 a razdzial pi4ty jest poSwigcony podsumowaniu wynik6w DoS6 nietypowo,
streszczenia pracy znaluzly siq po pigciu rczdzialach stanowiAcych zasadnicz4 czgS(, pracy. Po
streszczeniach zostata umieszczona bibliografia, pracQ zar-lrykapig(, zalEcznik6w zawieraj4cvch
wybrane materialy i wybrane wyniki prac):

Rozdziat pierwszy zajmuje 19 sron i jest po6wiqcony wyczerpuj4cemu opisowi r6inych
mechanizm6w wyciszania RNA (RNA silencing) ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem
mechanizm6w lvystQpuj4cych u ro6lin. Autorka przedstawila r6ine rodzaje miRNA, a takze
procesy molekularne wiod4ce do ich generowania wraz z uczestnicz1cymi w tych procesach
bialkami. Znacz4ca czgS(, rczdziafu zostata poSwiqcona szczeg6lowemu opisowi biatek typu
Dicer - ich funkcji i strukturze.

Rozdzial drugi ma j.drra stronq i przedstawia cel pracy. Cel jest sformutowany doS6 og6lnie,
tak by obja6 dwa projekty opisywane w rozprawie pod wsp6lnym parasolem. Jest
sformulowany jako ,poznanie strukturalnych uwarunkowai biogenezy roSlinnych malych
regulatorowych RNA na przykla&ie wybranych biatek oraz cz4steczek RNA pochodz4cych z

roSliny modelowej Arabidopsis thaliana". Rozdzial zawiera jego uzasadnienie araz mapowanie
na zadania badawcze opisywane w projekcie"

Rozdziat trzeci ,,Materialy i metody" jest kr6tki -liczy dwanascie stron. Podrozdziat materiaty
zav'nera opis podstawowych material6w: sekwencji RNA, struktury biatek a takie listE

program6w komputerowych u4rtych w badaniach. Podrozdzial metody opisuje na og6lnym
poziomie metody stosowane w badaniach: przewidywanie struktur drugorzqdorruych RNA,
dopasowywanie sekwencji aminokwasor,,ryrch, modelowanie struktury bialek, dynamikg
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:nolekularn4. z takze eksperymentalne metody u2yte do weryfrkacji dzialania programu
amiRNA Designer.

Rozdzial czwarty ,,Wyniki i dyskusja" jest najobszerniejszv w Dracv - Ticzv ti5 stron 1 zaw1e,:
szczeg6lowy opis badai zrealizowanych w projekcie. Jest podzielony na dwa podrozdzialy
,,ami RNA Designer" i ,,Modelowanie AIDCL4". KaLdy z tych podrozdzialow zawiera
kompletny opis badai zrealizowanych w projekcie,I4cznie z pogtgbionym opisem metodologii,
wl.nikami i ich dyskusjE.

Rozdziat pi4ty zawiera kr6tkie, dwustronicowe podsumowanie uzyskanych wyniktri.".

Kolejne dwa rozdzialy to streszczenie rozprawy w jqzyku polskim (rozdzial sz6sty) i angielskim
(rozdzial si6dmy).

W roz&iale 6smym przedstawiona jest bibliografia obejmuj4ca okolo 250 pozycji.

Jako zal4czniki doktorantka umieSciia w rozprawie:

1. listq sekwencji miRNA uiywanych w badaniach,

2. wvbrane sekwencje gen6w ulegaj4cych ekspresji w A. thaliana

3. sekwencje koduj4ce gen6w AGBI i IMMI
4. Drzewo filogenetvczne 43 biatek DCL

5. MSA 43 sekwencii bialek DCL

Ocena rozprawy

W rozprawie przedstawione sa dwa powi4zarTe ze sob4 tematyk4 bioiogiczn4. tte niezaiez*r .
r62ni4ce siq metodologi4 projektv badawcze - opracowanie narzgdzia do qenerowania
amiRNA: amiRNA Designer oraz modelowanie przestrzennej struktury bialka AtDCL4.

Projekty byty realizowane na przestrzeni wielu lat, pierwsza publikacja stanouriaca podstawE
pracy ukazala siq w roku 2010, ostatnia w roku 2Al7 -

Artykuty stanowi4ce podstawq pracy zostaly w wigkszoSci opublikowane w czasopismach
migdzlmarodowych Sredniej klasy za wyj4tkiem przegl4dowej publikacji poSwiqconej bialkom
typu Dicer, opublikowanej w presti2oq/m czasopiSmie Nucleic Acid Research.

RozbieinoSci temawczne, oraz odlegtoS6 w czasie miqdzy publikacj4 pierwszej pracy
niew4tpliwie stanowity duZy problem przy tworueniu rozprawy i odbily siq na jej konstrukcji.

W zwi4zku z tym w ocenie rozprawy oddzielnie zajmq sig dwoma wchodz4cymi w jej sklad
projektami oraz komp ozycj4 rozpraw\'.

Pierwszv z opisanych w rozprawie projekt6w badawczycb to opracowanie i weryfikacja
laboratoryjna narzgdzra do projektowania sztucznych sekwencji miRNA slu24cych do
regulacji gen6w Przeprowadzone badania byly interdyscyplinarne - wymagaly wykorzystania
wie&y z biologii, chemii fizycznej, bioinformatyki. W ramach projektu przeprowadzono
badania podstawowe, opracowano narzgdzie programistyczne i zweryfikowano jego
skutecznoS6 w praktyce w eksperymencie laboratoryjnym.

Schemat dzialania programu amiRNA Designer (4.1) pokazuje 15 etap6w. Ka2dy z Lych

etap6w wl.rnagat przeprowadzenia odpowiednich bada6, dobrania parametr6w i weryfikacji.
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Doktorantka szczeg6lowo opisala przeprowadzone badania wykazuj4c doglqbn4 znajomo5i
remawki.

\t'eryfikacja teoretyczna opracowanego narzEdzia wskazuje, ie przvnaimnier czt::
zaprojektowanych sekwencji amiRNA wykazuje wlaSciw4 spefficzno66-- powinowactwo do
sekwencji docelowej i brak powinowactwa do innych sekwerrcji.-Specvficzno6i ,ost*t" r6wnie2
zweryfikowana eksperymentalnie przez konstrukcjq odpowiedniego amiRNA, wprowadzenie
go do ro5liny, zbadanie ekspresji i usuniEcie targetu.

Z punktu widzenia bioinformatyka byf to wrQcz wzorcowo przeprowadzony projekt
bioinibrmaryczny.

Siestetv niezbvt szczEsliwie wvbrano miejsce publikacji. Przy calym szacunku dla redakcji
Acta Biochemica Polonica i publikujacych w tlrn czasopi6mie auior6w nie jest ono bardzo
prestiZowe' Moim zdaniem projekt tej klasy powinien byi opublikowany w czolowym
czasopiSmie branZowyrn zajmuj4cym siE badaniami nad kwasami nukleinowyni (np. Nucfeic
Acid Research) lub czolow),rn czasopiSmie bioinformaryczn),Tn. Oddzwigk iego projektu w
Swiecie naukowym jest znacznie poniZej jego potencjalu. Oczywi5cie nie jest to zarzut do
.loktorantki.

Moja jedyna uwaga do tej czgsci rozprawy dotyczy prezentacji wynik6w. Najciekawszy z
mojego punktu widzenia wrmik - czyli eksperymentalne potwierdzenie skutecznosci dziatani:r
programu - zostal bardzo gtgboko uknyty na zbiorczej ilustracji, w dolnym rogu s6on,v: z
podpisem przeniesionlrn na d*ga stron€.

Drugi opisany w rozprawie projekt dotyczyt modelowaria struktury przestrzennej bialka
AIDCL4. Doktorantka szczeg6lowo i fachowo opisala procedurq budowy modelu
przestrzennego bialka z wykorzystaniem calego szeregu narzgdzi bioinformatycznych. W
opisie wida6 gtgbokE wiedzg potrzebnA do zbudowania modeli, w szczeg6lno6ci wiedzg na
temat funkcji i struktury biatek pokrewnych. Zbudowane modele przestrzenne zostaty u21te do
budowy modelu kompleksu RNA z bialkiem a nastqpnie przeprowadzono symulacje
metodami dyTramiki molekularnej co pozwolilo wyciagn46 wnioski na temat mechanizm6w
dzialania tych biatek.

Wymiki uzyskane w tym projekcie nie zostaly bezpo6rednio zweryfikowane eksperymentalnie,
naleiyje potraktowa6 jako dobrze uzasadnione hipotezy, kt6re w),rnagaj4 dalszvch badat'i.

itzeprowadzone w t.vm projekcie badania wynagaly zastosowania barclzo szerokiego
wachlarza metod bioinformatvcznych i modelowania molekularnego. Przedstawiony przez
doktorantkg opis wykonanych badari wskazuje na gtqboka znajomoSi metodologii i
umiejgtnoSi jej zastosowania w praktyce.

O ile nie mam uwag do jakoSci przedstawionvch badai i uzvskanych wrmik6w, to mam
zastrzeienia do kompozycji rozpra\,vy i do sposobu prezentacji wynik6w. Przedstawiona
rozpra\^ra mieSci siq w spektrum moiliwych i dopuszczalnych sposob6w prezentacji wynik6w
badan naukowych, ale jest daleka od idealu.

Kaidy z opisanych w rozprawie projekt6w niezale2nie m6gtby byd podstaw4 dla
przedstawienia rozprawy doktorskiej. Ich pot4czenie w jednej rozprawie sprawia,2e jest ona
doS6 skomplikowana. Niestety struktura pracy utrudnia jej czltanie ze zrozrrmieniem.
Umieszczenie sffeszczenia pracy na korlcu jest rzadko spotykan4 praktykA i szczeg6lnie w tym
wlpadku jest uchybieniem utrudniaj4cym zrozumienie pracy. Podobnym utrudnieniem jest
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.qlreszczenle celu rozDrawv Do wsrqpie - iektura \4istgpu wskazuje, 2e autorka ma szerok4 i
:tpbok4 wiedzg, ale-czytelnik nieprzygotowany wstQpem i znajomoSci4 celu pracy tatwo gubi
sie w wieiu rocizaiach miRNA. i szczeg6tach struktury biatek Dicer.
Podobne wra2enie sprawia lektura opisu metod - samo wymienienie uiytych metod r narzgdzi
wskazuje na szerok4 wiedzq i imponuj4c4 wszechstronnoS6 doktorantki, jednak brakuje w
opisie nadania wewnQtrznej struktury i powi4zania samego opisu metod , ici, rol4 w proiekcie.
Szczeg6towy opis metod znalazl sig natomiast w ,rrdriurr- czwartlirn] w ramach narracji
przedstawiaj4cej uzyskane wyniki.

Generalnie wewnQuzna struktura rozdzial6w pierwszego i trzeciego nie odzwieciedla dobrze
samej struktury badafr co bardzo utrudnia lekturq i zrozumienie ,orprawv:

.|edynie rozdzial c'zwz,rLy odzwiercie dla rzeczywrst4 strukturq prowadzonych badan co sprawia,
2e jest najtatwiejszy w odbiorze.

Tym niemniej nawet lektura rozdzialu czwartego, zwlaszcza w sekcji poSwiqconcl
modelowaniu struktury przestrzennej biatek jest nuZ4ca - jest to w duzej 

"*i..r" 
katalog

chronologrczny prowadzonych badai i uzyskanych wynik6w bez uszeregooi^rriu wedlug ic[
znaczenia i roli. PrzebrniEcie przez ten katalog, zrozumienie ,nacrJnia poszczeg6lnych
wynik6w i umieszczenie ich w kontekScie projektr-rbyto trudne dla recenzentinie bqd4cego
ekspefiem w zakresie oddziatywaf bialek z rodziny DCL z RNA.
W du2ej mierze problem wynika z pnylgtej struktury pracy. Roz&ial 3 jest bardzo tylko
bardzo og6lnFn om6wieniem material6w i metod, ki6re s4 szczeg6lowo omawiane w
rozdziale 4 w ramach chronologicznego opisu wykonanych badari. Caty cigZar rozprawy w
istocie skupia siq w trr.m bardzo dl"gl* rozdziale. Du2o lepszym moim zdaniem rozviEzaniem
bytoby oddzielne i mocno ustrukturyzowane om6wiinie obu projekt6w, z wyrzinlrn
podziatem na materia\, metody, wyniki, dyskusjq i pol4czenie om6wienia projekt6w we
wsp6lnyrn wstgpie i wsp6lnym podsumowaniu. Wybrane przez autorkq roiwr4zanie jest
dopuszczalne, ale znacz4co utrudnilo lekturg rozpraw-\,:

I.;rt uwagi.

W rozprawie nie znalazly sig zestawienia, kt6re nie s4 niezbqdne, ale jednak by-uja przydatne
- spis iiustracji. spis tabiir"

Pod wzglqdem jqzykowym praca jest przygotowana bardzo dobrze. Mimo tego autorka nie
'-utrzeqta siq kilku drobnvch zgrzyt6w stylistycznych, gt6wnie wynikaj4cych z zastosowania
kalki z jqzyka angielskiego, na kt6re zwr6cilem uwagq w trakcie tlktury rozprawy. Jako
przyklad na stronie 19 autorka uzyla sformulowania,, ... grzybowe patogeny mog4j4 r6wniei
indukowa6". Zgrabniejsze bytoby n.p. sformutowanie,, ... moie byC ona indukowana r6wniei
przez patogeny grzybowe." (w tym wypadku chodzi o odpowiedZ immunologiczn4).

s4 to jednak drobne uchybienia nie wptywajace na ostateczn4 ocenQ pracy.

Podsumowanie

Doktorantka jest pierwsz4 autork4 w dw6ch pracach opublikowanych w miqdzynarodowych
czasopismach specjalistycznych a takze wsp6lautork4 i dw6ch komunikat6w wygloszonych na
migcizvnarodowych konferencjach naukowych i opublikowanych w recenzowanych
materialach konferencyjnych.
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irrvkul-v stanowi4ce podstawg pracy zostaly w wigkszo5ci opublikowa.ne w czasopismach
imecizvnarodowvch Sredniej klasy za wyj4tkiem przegl4dowej publikacji poSwiqconeS tUttom
wpu Dicer: opublikowanej w presti2owym czasopiSmie Nucleic Acid Research.

Doktorantka wykazala bardzo dobr4 znajomoS6 literatury przedmiotu, udokumentowana
poprawn\,Tn i obszernr,rm wyborem cytowan_ych ir6del-

Rozprawa doktorska mar Agnieszki Mickiewicz-Piotrowsl<tej,lnalig strukturalrych uwanmkawai
urybran2ch etapdw biogrncay ma$ch regul^anrou4tch RlWl u Arabidopsis tJtalimta" stanowi oryginalne
rozwiry,anie problemu naukowego i wykazuje ogoln4 wiedzq teoretyczn4 doktorantki.Jest ona
r6wnie2 Swiadectwem umiejqtno6ci samo&ielnego prowadzenia pracy naukowej. W mojej
ocenie rozprawa wypetnia stopniu zadowalaj4cym wymagania ustawowe i zvyczajowe
stawiane rozprawom doktorskim. W zwi4zku z powyiszym wnioskujq o dopuszczenie pani
Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

dr hab. Witold Rudnicki, profl UwB

Inif# 0u**dh^
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