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Ocena pracy doktorskiej pt. ,,Analiza sirukturalnych uwwarunkowar wybranych etapow vrogenezy marver:
regulatorowych RNA u Arabidopsis thaliana” przygotowanej przez mgr Agnieszke Mickiewicz
Piotrowska, pod opieka prof. dr hab. Marty Szachniuk i dr Joanny Sarzyniskiej, w dziedzinie
nauk Scistych 1 przyrodniczych, w dyscyplinie nauk chemicznych.

Omoéwienie rozprawn-

Rozprawa doktorska jest napisana w je¢zyku polskim. Zostata ona przygotowana na podstawie
materiatu z pieciu artykutéow opublikowanych wezesniej w migdzynarodowych czasopismach.
W dwoch z tych artykutéw doktorantka byla pierwsza autorka a w jednym druga.

Praca sklada si¢ z pigciu rozdzialow, poza tym w pracy umieszczone sg: spis skrotwow
uzywanych w pracy, streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim, bibliografia oraz zataczniki.
Pierwszy rozdzial zawiera wstep opisujacy problematyke krotkich regulatorowych sekwencji
RNA. W drugim rozdziale autorka przedstawila cel pracy. Rozdzial trzeci poswigcony jest
opisowl materialéw 1 metod stosowanych w pracy. W rozdziale czwartym znalazly si¢ wyniki
wraz z dyskusja a rozdziat piaty jest poswigcony podsumowaniu wynikoéw. Dos¢ nietypowo,
streszczenia pracy znalazly si¢ po pieciu rozdziatach stanowiacych zasadnicza cze$é pracy. Po
streszczeniach zostata umieszczona bibliografia, prace zamyka pieé zatacznikow zawierajacych
wybrane materialy 1 wybrane wyniki pracy.

Rozdzial pierwszy zajmuje 19 stron i jest po$wigcony wyczerpujacemu opisowi réznych
mechanizméw wyciszania RNA (RNA silencing) ze szczegélnym uwzglednieniem
mechanizméw wystepujacych u ro§lin.  Autorka przedstawita rézne rodzaje miRNA, a takze
procesy molekularne wiodace do ich generowania wraz z uczestniczagcymi w tych procesach
biatkami. Znaczaca cz¢$¢ rozdzialu zostala poswigcona szczegotowemu opisowi biatek typu
Dicer - ich funkcji 1 strukturze.

Rozdzial drugi ma jedna strong i przedstawia cel pracy. Cel jest sformutowany dos¢ ogoélnie,
tak by obja¢ dwa projekty opisywane w rozprawie pod wspolnym parasolem. Jest
sformutowany jako ,poznanie strukturalnych uwarunkowan biogenezy roslinnych matych
regulatorowych RNA na przykiadzie wybranych biatek oraz czasteczek RNA pochodzacych z
ro§liny modelowej Arabidopsis thaliana”. Rozdziat zawiera jego uzasadnienie oraz mapowanie
na zadania badawcze opisywane w projekcie.

Rozdziat trzeci ,,Materialy i metody” jest krotki - liczy dwanascie stron. Podrozdziat materiaty
zawiera opis podstawowych materialéw: sekwencji RNA, struktury bialek a takze liste
programéw komputerowych uzytych w badaniach. Podrozdzial metody opisuje na ogoélnym
poziomie metody stosowane w badaniach: przewidywanie struktur drugorzedowych RNA,
dopasowywanie sekwencji aminokwasowych, modelowanie struktury bialek, dynamike
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molekularna, a takze eksperymentalne metody uzyte do weryfikacji dziatania programu
amiRNA Designer.

Rozdzial czwarty ,,Wyniki i dyskusja” jest najobszerniejszy w pracy - liczv 65 stron 1 zawie:
szczegotowy opis badan zrealizowanych w projekcie. Jest podzielony na dwa podrozdziaty
»ami RNA Designer” i ,Modelowanie AtDCL4”. Kazdy z tych podrozdzialow zawiera
kompletny opis badan zrealizowanych w projekcie, tacznie z poglebionym opisem metodologii,
wynikami i ich dyskusja.

Rozdzial piaty zawiera krotkie, dwustronicowe podsumowanie uzyskanych wynikéw.

Kolejne dwa rozdzialy to streszczenie rozprawy w jezyku polskim (rozdziat szésty) i angielskim
(rozdziatl sibdmy).

W rozdziale 6smym przedstawiona jest bibliografia obejmujaca okoto 250 pozycji.
Jako zataczniki doktorantka umiescita w rozprawie:

1. list¢ sekwencji miRNA uzywanych w badaniach,

2. wybrane sekwencje genéw ulegajacych ekspresji w A. thaliana

3. sekwencje kodujace genéw AGB1 i IMM1

4. Drzewo filogenetyczne 43 biatek DCL

5. MSA 43 sekwencji biatek DCL

Ocena rozprawy

W rozprawie przedstawione sg dwa powigzane ze sobg tematyka biologiczng, ale niezaiezne :
roznigce si¢ metodologia projekty badawcze - opracowanie narzedzia do generowania

amiRNA: amiRNA Designer oraz modelowanie przestrzennej struktury biatka AtDCIL4.

Projekty byly realizowane na przestrzeni wielu lat, pierwsza publikacja stanowigca podstawe
pracy ukazata si¢ w roku 2010, ostatnia w roku 2017.

Artykuly stanowigce podstawe pracy zostaly w wigkszosci opublikowane w czasopismach
miedzynarodowych Sredniej klasy za wyjatkiem przegladowej publikacji poswigconej biatkom
typu Dicer, opublikowanej w prestizowym czasopismie Nucleic Acid Research.

Rozbieznosci tematyczne, oraz odleglo§¢ w czasie migdzy publikacja pierwszej pracy
niewatpliwie stanowily duzy problem przy tworzeniu rozprawy 1 odbily si¢ na jej konstrukeji.

W zwigzku z tym w ocenie rozprawy oddzielnie zajme si¢ dwoma wchodzacymi w jej skfad
projektami oraz kompozycja rozprawy.

Pierwszy z opisanych w rozprawie projektow badawczych to opracowanie 1 weryfikacja
laboratoryjna narzedzia do projektowania sztucznych sekwencji miRNA stuzacych do
regulacji genéw. Przeprowadzone badania byly interdyscyplinarne - wymagaty wykorzystania
wiedzy z biologii, chemii fizycznej, bioinformatyki. W ramach projektu przeprowadzono
badania podstawowe, opracowano narzedzie programistyczne 1 zweryfikowano jego
skutecznos§¢ w praktyce w eksperymencie laboratoryjnym.

Schemat dziatania programu amiRNA Designer (4.1) pokazuje 15 etapéw. Kazdy z tych
etapéw wymagal przeprowadzenia odpowiednich badan, dobrania parametréow i weryfikacji.



Doktorantka szczegbtowo opisata przeprowadzone badania wykazujac doglebna znajomosé
tematyki.

Weryfikacja teoretyczna opracowanego narz¢dzia wskazuje, ze przynaimnie] cze
zaprojektowanych sekwencji amiRNA wykazuje whasciwg specyficznos¢ - powinowactwo do
sekwencji docelowej 1 brak powinowactwa do innych sekwengji. Specvficzno$é zostata réwniez
zweryfikowana eksperymentalnie przez konstrukcje odpowiedniego amiRNA, wprowadzenie
go do rofliny, zbadanie ekspresji i usunigcie targetu.

Z punktu widzenia bioinformatyka byt to wrecz wzorcowo przeprowadzony projekt
bioinformatyczny.

Niestety niezbyt szczesliwie wybrano miejsce publikacji. Przy calym szacunku dla redakgji
Acta Biochemica Polonica i publikujacych w tym czasopiSmie autordéw nie jest ono bardzo
prestizowe. Moim zdaniem projekt tej klasy powinien by¢ opublikowany w czotowym
czasopiSmie branzowym zajmujacym si¢ badaniami nad kwasami nukleinowymi (np. Nucleic
Acid Research) lub czotowym czasopismie bioinformatycznym. Oddzwiek tego projektu w
Swiecie naukowym jest znacznie ponizej jego potencjatu. Oczywiscie nie jest to zarzut do
aoktorantki.

Moja jedyna uwaga do tej czeéci rozprawy dotyczy prezentacji wynikow. Najciekawszy z
mojego punktu widzenia wynik - czyli eksperymentalne potwierdzenie skutecznosci dziatania
programu - zostal bardzo gi¢boko ukryty na zbiorczej ilustracji, w dolnym rogu strony, z
podpisem przeniesionym na druga strone.

Drugi opisany w rozprawie projekt dotyczyt modelowania struktury przestrzennej biatka
AtDCL4. Doktorantka szczegétowo i fachowo opisata procedure budowy modelu
przestrzennego biatka z wykorzystaniem calego szeregu narzedzi bioinformatycznych. W
opisie wida¢ gleboka wiedze potrzebng do zbudowania modeli, w szczegblnosci wiedze na
temat funkgji i struktury biatek pokrewnych. Zbudowane modele przestrzenne zostaly uzyte do
budowy modelu kompleksu RNA z biatkiem a nastepnie przeprowadzono symulacie
metodami dynamiki molekularnej co pozwolito wyciagnaé wnioski na temat mechanizméw
dziatania tych biatek.

Wyniki uzyskane w tym projekcie nie zostaly bezposrednio zweryfikowane eksperymentalnie,
nalezy je potraktowac jako dobrze uzasadnione hipotezy, ktére wymagaja dalszych badan.

Przeprowadzone w tym projekcie badania wymagaly zastosowania bardzo szerokiego
wachlarza metod bioinformatycznych i modelowania molekularnego. Przedstawiony przez
doktorantke opis wykonanych badan wskazuje na gleboka znajomos$é metodologii i
umiejetnos$c jej zastosowania w praktyce.

O ile nie mam uwag do jako$ci przedstawionych badan i uzyskanych wynikéw, to mam
zastrzezenia do kompozycji rozprawy i do sposobu prezentacji wynikéw. Przedstawiona
rozprawa miesci si¢ w spektrum mozliwych i dopuszczalnych sposobéw prezentacji wynikow
badan naukowych, ale jest daleka od ideat.

Kazdy z opisanych w rozprawie projektdéw niezaleznie moégtby byé podstawa dla
przedstawienia rozprawy doktorskiej. Ich potaczenie w jednej rozprawie sprawia, ze jest ona
dos¢ skomplikowana. Niestety struktura pracy utrudnia jej czytanie ze zrozumieniem.
Umieszczenie streszczenia pracy na koncu jest rzadko spotykana praktyka i szczegolnie w tym
wypadku jest uchybieniem utrudniajacym zrozumienie pracy. Podobnym utrudnieniem jest
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FIIESZCZENIE CElu roZDrawv Do wstepie - fektura wstepu wskazuje, ze autorka ma szeroka i
seboka wiedze, ale czytelnik nieprzygotowany wstepem i znajomoscia celu pracy fatwo gubi
sie w wielu rodzajach miRNA, i szczegotach struktury biatek Dicer.

Podobne wrazenie sprawia lektura opisu metod - samo wymienienie uzytych metod i narzedzi
wskazuje na szeroka wiedze i imponujaca wszechstronnosé doktorantki, jednak brakuje w
opisie nadania wewnetrznej struktury i powlgzania samego opisu metod z ich rola w projekcie.
Szczeglowy opis metod znalazt sie natomiast w rozdziale czwartym, w ramach narracji
przedstawiajacej uzyskane wyniki.

Generalnie wewnetrzna struktura rozdziatéw plerwszego i trzeciego nie odzwieciedla dobrze
samej struktury badan co bardzo utrudnia lekture i zrozumienie rozprawy.

Jedynie rozdziat czwarty odzwierciedla rzeczywisty struktur¢ prowadzonych badar co sprawia,
ze jest najlatwiejszy w odbiorze.

Tym niemniej nawet lektura rozdziatu czwartego, zwlaszcza w sekcji poswieconei
modelowaniu struktury przestrzennej biatek jest nuzaca - jest to w duzej mierze katalog
chronologiczny prowadzonych badar i uzyskanych wynikéw bez uszeregowania wedtug ich
znaczenia 1 roli.  Przebrniecie przez ten katalog, zrozumienie znaczenia poszczegolnych
wynikéw i umieszczenie ich w kontekscie projektu bylo trudne dla recenzenta nie bedacego
ekspertem w zakresie oddzialywan biatek z rodziny DCL z RNA.

W duzej mierze problem wynika z przyjetej struktury pracy. Rozdziat 3 jest bardzo tylko
bardzo ogélnym oméwieniem materiatéw i metod, ktore s3 szczegbtowo omawiane w
rozdziale 4 w ramach chronologicznego opisu wykonanych badan. Caly cigzar rozprawy w
istocie skupia si¢ w tym bardzo dtugim rozdziale. Duzo lepszym moim zdaniem rozwiazaniem
bytoby oddzielne i mocno ustrukturyzowane oméwienic obu projektow, z wyraznym
podzialem na materialy, metody, wyniki, dyskusje i polaczenie omoéwienia projektow we
wspoOlnym wstepie 1 wspolnym podsumowaniu. Wybrane przez autorke rozwiazanie jest
dopuszczalne, ale znaczaco utrudnilo lekture rozprawy.

iase uwagl.

W rozprawie nie znalazly si¢ zestawienia, ktére nie sa niezbedne, ale jednak bywaja przydatne
- spis ilustracji, spis tabiic.

Pod wzgledem jezykowym praca jest przygotowana bardzo dobrze. Mimo tego autorka nie
ustrzegta si¢ kilku drobnych zgrzytéw stylistycznych, glownie wynikajacych z zastosowania
kalki z jezyka angielskiego, na ktére zwrdcitem uwage w trakcie lektury rozprawy. Jako
przyklad na stronie 19 autorka uzyta sformutowania ,, ... grzybowe patogeny moga ja rowniez
indukowa¢”. Zgrabniejsze bytoby n.p. sformutowanie ,, ... moze by¢ ona indukowana réwniez
przez patogeny grzybowe.” (w tym wypadku chodzi o odpowiedz immunologiczna).

S3 to jednak drobne uchybienia nie wptywajace na ostateczna ocene pracy.

Podsumowanie

Doktorantka jest pierwsza autorka w dwéch pracach opublikowanych w mi¢dzynarodowych
czasopismach specjalistycznych a takze wspétautorka i dwoch komunikatéw wygloszonych na
miedzynarodowych konferencjach naukowych i opublikowanych w recenzowanych
materiatach konferencyjnych.



Artvkuly stanowiace podstawe pracy zostaly w wigkszosci opublikowane w czasopismach
miedzynarodowych $redniej klasy za wyjatkiem przeglqdowej publikacji poswigconej biatkom
typu Dicer, opublikowanej w prestizowym czasopismie Nucleic Acid Research.

Doktorantka wykazata bardzo dobra znajomo$¢ literatury przedmiotu, udokumentowana
poprawnym i obszernym wyborem cytowanych zrodet.

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej ., Analiza strukturalnych uwarunkowar
wybranych etapbw biogenezy matych regulatorowych RNA u Arabidopsis thaliana” stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i wykazuje ogdlng wiedze teoretyczna doktorantki. Jest ona
rowniez $wiadectwem umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W mojej
ocenie rozprawa wypelnia stopniu zadowalajagcym wymagania ustawowe i zwyczajowe
stawlane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ o dopuszczenie pani
Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. Witold Rudnicki, prof. UwB
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