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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki M ickiewicz-piotrowskiej

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej
zatytulowana ,,Analiza strukturalnych uwarunkowaf wybranych etap6w biogenezy matych
regulatorowych RNA u Arabidopsis thaliana" zostala wykonana w Zakladzie Bioinformatyki
Strukturalnej lnstytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem prof. dr hab.

in2. Marty Szachniuk oraz promotora pomocniczego dr Joanny Sarzyf skiej.

Temat badawczy mgr Mickiewicz-Piotrowskiej dotyczyl regulacji ekspresji gen6w na poziomie

translacji za pomocA kr6tkich regulatorowych RNA. RNA zyskalo w czasie obecnej pandemii

ogromnE popularno5i ze wzglqdu na jego u2ycie w szczepionkach. Dekady temu badano gl6wnie

mRNA oraz rybosomowe RNA ze wzglqdu na to, 2e bezpo6rednio uczestniczq w translacji, czyli

ostatnim etapie produkcji bialek w kom6rkach. Jednak od wielu lat wiadomo, 2e niekodujqce

fragmenty RNA te2 majq ogromne znaczenie w kom6rce, w tym funkcjq regulatorowq, kt6rq

zajmowala siq autorka rozprawy. Takie kr6tkie fragmenty RNA, zwane malymi regulatorowymi RNA

(ang. short regulotory RNA, srRNA), oddzialujqce komplementarnie z mRNA mogq regulowai poziom

translacji. Utworzenie komplementarnego dupleksu kr6tkiego RNA z fragmentem mRNA powoduje

blokowanie wla6ciwego oddziatywania mRNA z rybosomem lub prowadzi do degradacji mRNA. Jest

to jednak ostatni etap bardziej skomplikowanego procesu, gdy2 uruchomienie takiego

potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji gen6w wymaga opr6cz RNA tak2e innych bialek. Male

regulatorowe RNA najpierw musza zostai wyciqte jako dupleksy, za co odpowiada rybonukleaza o

nazwie Dicer, a nastQpnie tworzA kompleks z innym bialkiem o nazwie Argonaute (AGO), aby dupleks

zostal rozpleciony i bialko AGO ,,skierowalo" jednq z nici w kierunku komplementarnego

oddziatywania z odpowiednim fragmentem mRNA jako celem. Poznanie strukturalnych aspekt6w

tego procesu jest istotne ze wzglqdu na zastosowanie biotechnologiczne, a tak2e projektowanie

lek6w, wiqc tematyka badawcza mgr. Mickiewicz-Piotrowskiej jest wa2na i bardzo aktualna.
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Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej zostala napisana w jqzyku polskim ijest
napisana poprawnie jqzykowo. wraz z zafEcznikami zawiera 150 stron. Rozprawa sklada siq z piqciu
gl6wnych rozdzial6w, piqciu zalqcznik6w oraz obszernej bibliografii, w kt6rej autorka odwoluje
czytelnika do okolo 250 pozycji literaturowych.

w rozdziale 1 zatytulowanym wstQp autorka opisuje podstawy i historiq odkrycia zjawiska
interferencji RNA. Ten spos6b wyciszania gen6w odbywa sie poprzez male regulatorowe RNA. w tym
rozdziale jest opisany mechanizm dzialania regulatorowych RNA, gl6wnie u ro6lin. Autorka rozprawy
podaje przyklady r62nych regulatorowych RNA (np., microRNA, siRNA), a tak2e opisuje bialka, kt6re
uczestnicza w biogenezie roslinnych kr6tkich regulatorowych RNA (m. in., RNazy, bialka typu Dicer i

AGO). Autorka porusza takze temat sztucznych microRNA (miRNA), kt6re projektuje siq w celu
skutecznego wyciszenia konkretnego mRNA, ale na bazie naturalnego mechanizmu naturalnego
miRNA. sztuczne miRNA (w skr6cie amiRNA) sQ istotnym narzqdziem do badania ekspresji gen6w,
zwlaszcza u roSlin.

Rozdzial 2 zawiera opis celu pracy. Celem pracy autorki byla charakterystyka strukturalna biogenezy

malych regulatorowych RNA dla bialek i RNA ro5linnych, na przykladzie Arobidopsis tholiono. Badania

zawieraty charakterystykq stabilnosci dupleks6w zawierajEcych mikroRNA, stworzenie narzqdzia do
projektowania sekwencji miRNA (AmlRNA Designer) slu2qcych do wyciszania konkretnych gen6w,
por6wnanie sekwencji bialek ro6linnych typu Dicer i stworzenie modelu struktury tr6jwymiarowej
bialka roSlinnego DCL4 w kompleksie z dupleksem RNA. Cele pracy zostaly zrealizowane.

W rozdziale 3 autorka opisuje metody oraz oprogramowanie u2yte do badari. W tej czqsci

wymienione sE bazy danych, z kt6rych pobierano sekwencje RNA czy bialek oraz struktury b:alek

wraz z ich oznaczeniami w bazie Protein Data 8ank. Wymieniono takze wszystkie programy, kt6re

byly wykorzystane w badaniach. Dalej autorka opisala metody okre6lania drugorzqdowej struktury
RNA, typu model najbli2szego sasiedztwa lang. neorest neighbour modell oraz metody stosowane do
por6wnywania iuliniawiania sekwencji aminokwasowych. Opisala tak2e metody iprogramy, kt6rymi

poslugiwala siq do generowania tr6jwymiarowych struktur bialek i ich kompleks6w z RNA. Dalej

oceniala modele i wykorzystywala takie technikQ dynamiki molekularnej do zweryfikowania

stabilnoSci otrzymanych struktur.

W rozdziale 4 opisane sa i przedyskutowane wyniki bada6. Rozdzial ten zostal podzlelony na dwie

czeSci; jedna czqSi dotyczy stworzonego przez autorkq oprogramowania amiRNA Design sluiacego do

projektowania sekwencji miRNA, a druga dotyczy modelowania enzymu typu Dicer (o nazwie DcL4)

oraz jego kompleksu z dupleksem miRNA/miRNA*.

W oprogramowaniu stworzonym przez autorke rozprawy ,,sztuczne" sekwencje miRNA sa

projektowane na podstawie natywnych miRNA, ich prekursor6w (czyli spinek RNA) i fragment6w

mRNA, czyli cel6w z kt6rymi oddzialuja w kom6rce. Opr6cz zaprojektowania sekwencji, kt6re

najlepiej oddzialywalyby z celem, sprawdzane sa te2 niespecyficzne efekty oddzialywania tzw. off'

torget effects. Narzqdzie AmiRNA Design jest darmowo dostepne dla uiytkownik6w do pobrania i

instalacji ze strony internetowej. Narzedzie to wykorzystuje zewnetrzny program UNAfold, do

przewidywania struktury drugorzedowej dupleks6w RNA. W podrozdziale 4.1 autorka opisuje krok po

kroku etapy dzialania narzqdzia amiRNA Designer przedstawiajqc te2 fragmenty przykladowych



plik6w wynikowych. Przyklady dotyczyly sekwencji A. tholiono, ale u2ytkownik moze tez stosowai
dane z innych organizm6w. Dopuszczalne i czesto wskazane jest te2 stosowanie par GU i UG w
dupleksie. Generalnie narzedzie to bazuje na wprowadzonych danych sekwencyjnych, okreslaniu

struktur drugorzqdowych i szacowaniu profili energetycznych. Wynikiem programu jest lista

sekwencji amiRNA, kt6re dodatkowo zostaly sprawdzone pod kqtem tego, czy nie bqdq zdolne do

wyciszenia tei innego genu ni2 zadany. Okreilanie energii swobodnej struktur RNA dla par zasad

zostalo zaimplementowane na podstawie programu UNAfold. Jednak dla niesparowanych

nieregularnych fragment6w opracowano wlasny spos6b szacowania energii swobodnej

oddzialywania w zale2noSci od dlugo6ci niesparowania, charakteru nieregularnoici czy sposobu

wybrzuszenia. W dalszych czqSciach tego rozdzialu przedstawione sa wyniki uZycia AmiRNA Designer

do zaprojektowania sztucznego miRNA dla dw6ch wybranych docelowych gen6w. Nastqpnie opisany

jest plan eksperymentu, kt6ry nale2y przeprowadzii z u2yciem zaprojektowanych sekwencji, aby

zweryfikowat dzialanie programu.

Druga czesi wynik6w opisuje spos6b wyznaczenia struktury tr6jwymiarowej istotnych czesci

wielodomenowego enzymu AIDCL4 w kompleksie z dupleksem RNA. AIDCL4 to ro6linne bialko typu

Dicer z ro5liny A. tholiono, o budowie domenowej, kt6re wycina 2l-nukleotydowe dupleksy RNA,

czyli czasteczki miRNA/miRNA*. Aby wyznaczyi strukture AtDCL4 autorka rozprawy najpierw

przeprowadzila analizq por6wnawczA sekwencji bialek roslinnych typu Dicer. Ze wzglqdu na niskie

podobiefstwo sekwencji calych bialek poszukiwala te2 szablon6w strukturalnych do modelowania

poszczeg6lnych domen przez analizq por6wnawczq z bialkami innych organizm6w. W rezultacie

modelowala piqi domen tego bialka, na podstawie najlepszych wybranych szablon6w z r62nych

organizm6w. Co waine zidentyfikowala te2 prawdopodobny region bialka nieuporzqd kowany

strukturalnie, kt6ry przyjmuje strukture uporzadkowanQ dopiero po zwlqzaniu z RNA. Z powodu wielu

domen i ich polAczef oraz niewielkich informacji strukturalnych dotyczqcych tej rodziny bialek wiele

etap6w modelowania musialo byi wykonanych rqcznie, na podstawie pr6b i blqd6w, a nastepnie

udokladnianych. Dodatkowo, istotne bylo to, 2eby dobrze przewidzied strukturq miejsca

katalityczne8o w kompleksie z dupleksem RNA. Fragmenty lqczqce domeny, np nieustrukturyzowane

pqtle, tak2e stanowily wyzwanie, gdy2 sq to fragmenty bialka wysoce dynamiczne. Aby wyznaczyi

prawdopodobne ulo2enie domen wzgledem siebie autorka uzywala metody analizy drgari

normalnych (ang. normol mode onolys,s, NMA). Do udokladnienia fragment6w struktury, zwlaszcza w

miejscu katalitycznym, autorka uzywala metody klasycznej dynamiki molekularnej. Stwierdzila, ie w

strukturze wystepuja dwie istotne petle, kt6re najprawdopodobniej ulatwiajq zwiqzanie substratu i

jego oddysocjowanie po hydrolizie.

W kr6tkim Rozdziale 5 autorka podsumowuje najwainiejsze wyniki rozprawy. Dalej przedstawla

streszczenie w jqzyku polsklm i angielskim, bibliografiq oraz zalaczniki, zawierajqce miqdzy innymi

sekwencje gen6w czy por6wnania sekwencji.

po przeczytaniu rozprawy ciekawa jestem zdania autorki dotyczqcego kilku kwestii przedstawionych

ponrzej.

Do modelowania struktur bialek uZywano oprogramowania Modeller il-Tasser. Na stronie 39 pojawia

sie stwierdzenie dot. narzqdzia l-Tasser, ie ,,... wyniki modelowania struktury calego bialka ATDCL4 tA



metodE ". nie byly zadowarajqce". Jak to oceniono ico oznacza, 2e uzyskany moder nie byr
zadowalajqcy?

czy pr6bowano mo2e sprawdzi6, czy podobne modere sq do uzyskania w ArphaFord? Jestem ciekawa
zdania autorki na temat zastosowania uczenia maszynowego do przewidywania struktury biarek.

Jaka jest efektywnos6 dostarczania amiRNA do kom6rek rosrinnych? czy korzysci z zaprojektowanej
skutecznej sekwencji nie sE niwelowane trudnosciE w dostarczaniu do kom6rek?

ciekawa jestem na jakiej podstawie szacowano AG dla niesparowanych fragment6w (podrozdzial
4.1 5.)? czy spos6b przypisania porowy wartosci wynikar z pr6b i brqd6w, czy byr oszacowany na
podstawie temperatur topnienia dupleks6w RNA zawierajAcych wybrzuszenia?

Czy do6wiadczenia biologiczne z jakq6 zaprojektowanq przez AmiRNA Designer sekwencjq zostaly
przeprowadzone przez kogos w laboratorium i skutecznoii oprogramowania potwierdzona
doiwiadczalnie?

czy od czasu stworzenia modelu bialka atDcl4 w kompleksie z dupleksem RNA pojawito siq wiqcej
danych do6wiadczalnych mogqcych potwierdzi6 slusznosi modelu autorki?

Jak dlugie byty symulacje dynamiki molekularnej prowadzone w celu potwierdzenia stabilnosci
kompleks6w domena:RNA?

Zauwaiylam w rozprawie kilka drobnych blqd6w, nieScisloSci, uchybiei czy liter6wek. Z obowiqzku

recenzenta przytaczam poniiej niekt6re z nich.

Rys 1.1 w podpisie nie jest napisane,2e kolorem pomarafczowym zaznaczono rybosomy
Str. 18 - powinno byi metylotransferaze

Str. 22 - brakuje przecinka przed ,,a takle"
Str. 22 - powinno byi RNazy lll

Str. 25 - brakuje spacji prze jednostkq A

Str. 31 - powinno bye A. tholiono

Str. 38 - powinno byi restraints

Str. 40 - przydalyby siq odnoiniki literaturowe do wymienionych p6l silowych

Str 44, 45 itd. - nle do kofca rozumiem, dlaczego autorka zdecydowala siq u2ywad anglojqzycznego

slowa target w rozprawie zamiast polskiego cel. Rys.4,1 Sekwencja Targetu troche razi...

Zalacznik nr 1 - kolumna ,dlugoii" nie jest potrzebna, gdyi zawiera takie same liczby. Wystarczylo

pewnie napisai w podpisie jak dlu8ie sq fragmenty

Niekt6re rysunki sa slabo czytelne np. Rys.4.4 i4.6

Str. 58 - powinno byi,,do profilu"

str. 95 - brakuje odstepu miedzy 2 a ns oraz 1a ns

str. 95 - okreslenie ,,model mial RMSD" jest niezrqczne

str. 95 - pierwsze zdanie drugiego akapitu jest niezrozumiale

str.95 - brakuje kropki w skr6cie ok.



str. 95 i 95 - nie wyjasniono w rozprawie co oznacza LG score oraz Ffaktor (ten ostatni zwykle

okre3la siq jako czynnik B)

rys. 4.28 i 4.30 - podpisy aminokwas6w sa niewyraine i za male

str. 102 -,,tworzy interakcje" jest kalkq z jqzyka angielskiego, lepiej byloby u2ywai slowa ,,oddzialuje"
lub,,sposoby oddzialywania". Uwaga to dotyczy tez innych zda6 rozprawy.
str. 102 - powinno byi z 5' kofcem
str. 103 - powinien byi odstqp po ok. 60 oraz 5' koniec

Rys. 4.29 - potencjal raczej okreilamy jako dodatni i ujemny a nie pozytywny i negatywny

Pomimo powy2szych uwag uwazam,2e rozprawa doktorska mgr Mickiewicz-Piotrowskiej porusza i

rozwiqzuje wainy temat wyciszania ekspresji gen6w przez microRNA u roslin i moje uwagi nie

umniejszajE dokonaf autorki dotyczacych meritum. Zrozumienie iopanowanie techniczne zjawiska

interferencji RNA mo2e umoiliwii liczne zastosowania biotechnologiczne, a takie pom6c w
przyszloici w projektowaniu lek6w. Procesy te, jak to w biologii, sa jednak skomplikowane,
gdyi wymagajq rozpoznawania RNA przez bialka, transportu z jqdra do cytoplazmy, odpowiedniego

wycinania miRNA z ich prekursor6w. Zaprojektowanie odpowiednich sekwencji miRNA nie jest

oczywiste, gdy2 nie jest to oparte jedynie na prostej komplementarnoSci odpowiednich fragment6w

RNA. Opr6cz wiedzy na temat moiliwych roslinnych prekursor6w miRNA, trzeba uwzglqdnid

dopasowanie miRNA do drugiej nici w dupleksie spinki RNA (miRNA/miRNA*) oraz do celu w

transkrypcie, kt6ry ma byi wygaszany. Badania doiwiadczalne pokazaly, 2e skuteczne sekwencje

miRNA nie sa oparte tylko na prostej komplementarnosci nici. Dotychczasowe programy nie

uwzglqdniaty parametr6w termodynamicznych oddziatywania dla r6inych mo2liwych dopasowaf nici

RNA. Dodatkowo, okazuje sie, ie jeSli oddzialywanie w niekt6rych fragmentach jest zbyt silne, to
wcale nie poprawia to skutecznosci wyciszania. Dlatego te2 autorka wprowadzila mo2liwosi zmiany

sposobu parowania nukleotyd6w. Uzytkownik mo2e te2 wgra6 do oprogramowania wlasny zestaw

danych, na podstawie kt6rego chce projektowai sekwencje amiRNA. Doceniam iloSi metod i

program6w, kt6rymi autorka rozprawy siQ poslugiwala, kt6re musiala poznai I zrozumiei ich

dzialanie, aby stworzyi oprogramowanie amiRNA Design. Dodatkowo, problem biologiczny jest na

tyle skomplikowany inie do koica poznany, ie stworzenie algorytmu wymagalo sporo pracy i

zrozumienia aspekt6w biologicznych.

Druga cze56 badari, w kt6rej autorka starala siq zrozumiei mechanizm tworzenia kompleksu

roslinnego bialka typu Dicer z 21-nu kleotydowym dupleksem RNA, r6wnie2 stanowila trudny problem

do rozwiqzania. Wymagalo to od autorki opanowanla wielu technik przewidywania struktury

tr6jwymiarowe.i oraz jej udokladniania. Bialko to jest wielodomenowe, co dodatkowo utrudnialo

zadanie, gdyz przestrzenna orientacja domen nie jest latwa do przewidzenia i zwykle domeny sE

dynamiczne. Nie bylo te2 wielu danych dla tej rodziny bialek, a bialka ro6linne sa r6ine od bialek

zwierzqcych. Metody automatyczne nie radza sobie z przewidywaniem struktur kompleks6w wielu

domen, a dodatkowo pozycjonowanie dupleksu RNA nie bylo sprawq trywialnq. Uwa2am,2e model

autorki mo2e byi wykorzystany do strukturalnego zrozumienia dzialania bialek typu Dicer oraz do

projektowania doiwiadczeri, na przyklad przewidujqc, kt6re mutanty poprawiq bqdi obni2q

efektywno6i reakcji.

wyniki rozprawy zostaly ju2 opublikowane w piqciu publikacjach z listy filadelfijskiej. w dw6ch

pracach mgr Mickiewicz-Piotrowska jest pierwszym autorem. Jedna z nich dotyczy programu AmiRNA



Designer, kt6ra od roku 2016 byla ju2 cytowana przez innych naukowc6w kilkanascie razy. Druga

praca z pierwszym autorstwem mgr Mickiewicz-Piotrowska dotyczy stworzenia modelu kompleksu

bialka typu Dicer z dwuniciowym RNA.

Podsumowujac stwierdzam,2e rozprawa doktorska mgr Mickiewicz-Piotrowskiej stanowi oryginalne

rozwiqzanie problemu naukowego, potwierdza jego wiedze teoretycznQ w dziedzinie nauk Scislych i

przyrodniczych, dyscyplinie nauki chemiczne oraz umiejqtno66 samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej. Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej spelnia wiqc warunki ustawy o

stopniach naukowych itytule naukowym. W zwiqzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Mickiewicz-

Piotrowskiej do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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