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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej
zatytutowana ,Analiza strukturalnych uwarunkowan wybranych etapéw biogenezy matych
regulatorowych RNA u Arabidopsis thaliana” zostata wykonana w Zaktadzie Bioinformatyki
Strukturalnej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem prof. dr hab.
inz. Marty Szachniuk oraz promotora pomocniczego dr Joanny Sarzyriskiej.

Temat badawczy mgr Mickiewicz-Piotrowskiej dotyczyt regulacji ekspresji genéw na poziomie
translacji za pomocag krotkich regulatorowych RNA. RNA zyskato w czasie obecnej pandemii
ogromng popularno$¢ ze wzgledu na jego uzycie w szczepionkach. Dekady temu badano gtéwnie
mRNA oraz rybosomowe RNA ze wzgledu na to, ze bezposrednio uczestniczg w translacji, czyli
ostatnim etapie produkcji biatek w komoérkach. Jednak od wielu lat wiadomo, ze niekodujace
fragmenty RNA tez majg ogromne znaczenie w komodrce, w tym funkcje regulatorowa, ktorg
zajmowata sie autorka rozprawy. Takie krétkie fragmenty RNA, zwane matymi regulatorowymi RNA
(ang. short regulatory RNA, srRNA), oddziatujgce komplementarnie z mRNA mogg regulowa¢ poziom
translacji. Utworzenie komplementarnego dupleksu krétkiego RNA z fragmentem mRNA powoduje
blokowanie wtasciwego oddziatywania mRNA z rybosomem lub prowadzi do degradacji mRNA. Jest
to jednak ostatni etap bardziej skomplikowanego procesu, gdyz uruchomienie takiego
potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji gendw wymaga oprécz RNA takze innych biatek. Mate
regulatorowe RNA najpierw muszg zosta¢ wyciete jako dupleksy, za co odpowiada rybonukleaza o
nazwie Dicer, a nastepnie tworzg kompleks z innym biatkiem o nazwie Argonaute (AGO), aby dupleks
zostat rozpleciony i biatko AGO ,skierowato” jedng z nici w kierunku komplementarnego
oddziatywania z odpowiednim fragmentem mRNA jako celem. Poznanie strukturalnych aspektéw
tego procesu jest istotne ze wzgledu na zastosowanie biotechnologiczne, a takze projektowanie
lekow, wiec tematyka badawcza mgr. Mickiewicz-Piotrowskiej jest wazna i bardzo aktualna.
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Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej zostata napisana w jezyku polskim i jest
napisana poprawnie jezykowo. Wraz z zatacznikami zawiera 150 stron. Rozprawa skfada sie z pieciu
gtownych rozdziatéw, pieciu zatacznikéw oraz obszernej bibliografii, w ktérej autorka odwotuje
czytelnika do okoto 250 pozyc;ji literaturowych.

W rozdziale 1 zatytulowanym Wstep autorka opisuje podstawy i historie odkrycia zjawiska
interferencji RNA. Ten sposéb wyciszania genéw odbywa sie poprzez mate regulatorowe RNA. W tym
rozdziale jest opisany mechanizm dziatania regulatorowych RNA, gtéwnie u roélin. Autorka rozprawy
podaje przyktady réznych regulatorowych RNA (np., microRNA, siRNA), a takze opisuje biatka, ktére
uczestnicza w biogenezie roslinnych krétkich regulatorowych RNA (m. in., RNazy, biatka typu Dicer i
AGO). Autorka porusza takie temat sztucznych microRNA (miRNA), ktére projektuje sie w celu
skutecznego wyciszenia konkretnego mRNA, ale na bazie naturalnego mechanizmu naturalnego
mMiRNA. Sztuczne miRNA (w skrécie amiRNA) s3 istotnym narzedziem do badania ekspresji gendéw,
zwiaszcza u roslin.

Rozdziat 2 zawiera opis celu pracy. Celem pracy autorki byta charakterystyka strukturalna biogenezy
matych regulatorowych RNA dla biatek i RNA roslinnych, na przyktadzie Arabidopsis thaliana. Badania
zawieraty charakterystyke stabilnosci duplekséw zawierajacych mikroRNA, stworzenie narzedzia do
projektowania sekwencji miRNA (AmiRNA Designer) stuzgcych do wyciszania konkretnych gendw,
porownanie sekwencji biatek roslinnych typu Dicer i stworzenie modelu struktury tréjwymiarowej
biatka roélinnego DCL4 w kompleksie z dupleksem RNA. Cele pracy zostaty zrealizowane.

W rozdziale 3 autorka opisuje metody oraz oprogramowanie uzyte do badan. W tej czesci
wymienione sg bazy danych, z ktdrych pobierano sekwencje RNA czy biatek oraz struktury biatek
wraz z ich oznaczeniami w bazie Protein Data Bank. Wymieniono takze wszystkie programy, ktére
byly wykorzystane w badaniach. Dalej autorka opisata metody okreslania drugorzedowej struktury
RNA, typu model najblizszego sasiedztwa (ang. nearest neighbour model) oraz metody stosowane do
poréwnywania i uliniawiania sekwencji aminokwasowych. Opisata takze metody i programy, ktérymi
postugiwata sie do generowania trojwymiarowych struktur biatek i ich kompleksow z RNA. Dalej
oceniata modele i wykorzystywata takie technike dynamiki molekularnej do zweryfikowania
stabilnosci otrzymanych struktur.

W rozdziale 4 opisane sg i przedyskutowane wyniki badan. Rozdziat ten zostat podzielony na dwie
czesci; jedna czes¢ dotyczy stworzonego przez autorke oprogramowania amiRNA Design stuzgcego 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 s3
projektowane na podstawie natywnych miRNA, ich prekursoréw (czyli spinek RNA) i fragmentow
mRNA, czyli celow z ktorymi oddziatujg w komérce. Oprocz zaprojektowania sekwencji, ktore
najlepiej oddziatywalyby z celem, sprawdzane sg tez niespecyficzne efekty oddziatywania tzw. off-
target effects. Narzedzie AmiRNA Design jest darmowo dostepne dla uzytkownikow do pobrania i
instalacji ze strony internetowej. Narzedzie to wykorzystuje zewnegtrzny program UNAfold, do
przewidywania struktury drugorzedowej duplekséw RNA. W podrozdziale 4.1 autorka opisuje krok po
kroku etapy dziatania narzedzia amiRNA Designer przedstawiajac tez fragmenty przykfadowych



plikéw wynikowych. Przyktady dotyczyty sekwencji A. thaliana, ale uzytkownik moze tez stosowaé
dane z innych organizmow. Dopuszczalne i czesto wskazane jest tez stosowanie par GU i UG w
dupleksie. Generalnie narzedzie to bazuje na wprowadzonych danych sekwencyjnych, okreslaniu
struktur drugorzedowych i szacowaniu profili energetycznych. Wynikiem programu jest lista
sekwencji amiRNA, ktore dodatkowo zostaty sprawdzone pod katem tego, czy nie beda zdolne do
wyciszenia tez innego genu niz zadany. Okreslanie energii swobodnej struktur RNA dla par zasad
zostato zaimplementowane na podstawie programu UNAfold. Jednak dla niesparowanych
nieregularnych fragmentéw opracowano wilasny sposob szacowania energii swobodnej
oddziatywania w zaleznosci od dtugosci niesparowania, charakteru nieregularnosci czy sposobu
wybrzuszenia. W dalszych czesciach tego rozdziatu przedstawione sg wyniki uzycia AmiRNA Designer
do zaprojektowania sztucznego miRNA dla dwéch wybranych docelowych genow. Nastepnie opisany
jest plan eksperymentu, ktéry naleiy przeprowadzi¢ z uzyciem zaprojektowanych sekwencji, aby
zweryfikowac dziatanie programu.

Druga cze$¢ wynikdw opisuje sposdb wyznaczenia struktury tréjwymiarowej istotnych czgsci
wielodomenowego enzymu AtDCL4 w kompleksie z dupleksem RNA. AtDCL4 to roslinne biatko typu
Dicer z roéliny A. thaliana, o budowie domenowej, ktére wycina 21-nukleotydowe dupleksy RNA,
czyli czasteczki miRNA/miRNA*. Aby wyznaczy¢ strukture AtDCL4 autorka rozprawy najpierw
przeprowadzita analize poréwnawcza sekwencji biatek roslinnych typu Dicer. Ze wzgledu na niskie
podobienstwo sekwencji catych biatek poszukiwata tez szablonéw strukturalnych do modelowania
poszczegblnych domen przez analize poréwnawczg z biatkami innych organizmdéw. W rezultacie
modelowata pie¢ domen tego biatka, na podstawie najlepszych wybranych szablonéw z roznych
organizméw. Co wazne zidentyfikowata tez prawdopodobny region biatka nieuporzadkowany
strukturalnie, ktéry przyjmuje strukture uporzadkowang dopiero po zwiazaniu z RNA. Z powodu wielu
domen i ich potgczen oraz niewielkich informaciji strukturalnych dotyczacych tej rodziny biatek wiele
etapéw modelowania musiato by¢ wykonanych recznie, na podstawie préb i bigddw, a nastgpnie
udoktadnianych. Dodatkowo, istotne byto to, zeby dobrze przewidzie¢ strukturg miejsca
katalitycznego w kompleksie z dupleksem RNA. Fragmenty taczace domeny, np. nieustrukturyzowane
petle, takze stanowity wyzwanie, gdyz sa to fragmenty biatka wysoce dynamiczne. Aby wyznaczy¢
prawdopodobne utozenie domen wzgledem siebie autorka uzywata metody analizy drgan
normalnych (ang. normal mode analysis, NMA). Do udoktadnienia fragmentow struktury, zwtaszcza w
miejscu katalitycznym, autorka uzywata metody klasycznej dynamiki molekularnej. Stwierdzita, ze w
strukturze wystepuja dwie istotne petle, ktére najprawdopodobniej utatwiajg zwigzanie substratu i
jego oddysocjowanie po hydrolizie.

W krétkim Rozdziale 5 autorka podsumowuje najwazniejsze wyniki rozprawy. Dalej przedstawia
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, bibliografig oraz zataczniki, zawierajgce migdzy innymi
sekwencje genéw czy poréwnania sekwencji.

Po przeczytaniu rozprawy ciekawa jestem zdania autorki dotyczacego kilku kwestii przedstawionych
ponizej.

Do modelowania struktur biatek uzywano oprogramowania Modeller i I-Tasser. Na stronie 39 pojawia
sie stwierdzenie dot. narzedzia |-Tasser, ze ,,... wyniki modelowania struktury catego biatka ATDCL4 tg



metody ... nie byly zadowalajgce”. Jak to oceniono i Co oznacza, ze uzyskany model nie byt
zadowalajgcy?

Czy prébowano moze sprawdzi¢, czy podobne modele s3 do uzyskania w AlphaFold? Jestem ciekawa
zdania autorki na temat zastosowania uczenia maszynowego do przewidywania struktury biatek.

Jaka jest efektywnos¢ dostarczania amiRNA do komérek roslinnych? Czy korzysci z zaprojektowanej
skutecznej sekwencji nie sg niwelowane trudnoscig w dostarczaniu do komdrek?

Ciekawa jestem na jakiej podstawie szacowano AG dla niesparowanych fragmentéw (podrozdziat
4.1.5.)? Czy sposéb przypisania potowy wartosci wynikat z préb i btedéw, czy byt oszacowany na
podstawie temperatur topnienia duplekséw RNA zawierajacych wybrzuszenia?

Czy doswiadczenia biologiczne z jaka$é zaprojektowang przez AmiRNA Designer sekwencjg zostaty
przeprowadzone przez kogoé w laboratorium i skutecznoéé oprogramowania potwierdzona
doswiadczalnie?

Czy od czasu stworzenia modelu biatka atDCL4 w kompleksie z dupleksem RNA pojawito sie wiecej
danych doswiadczalnych mogacych potwierdzié stuszno$¢ modelu autorki?

Jak diugie byty symulacje dynamiki molekularnej prowadzone w celu potwierdzenia stabilnosci
komplekséw domena:RNA?

Zauwazytam w rozprawie kilka drobnych btedow, niescistosci, uchybier czy literowek. Z obowigzku
recenzenta przytaczam ponizej niektére z nich.

Rys 1.1 w podpisie nie jest napisane, ze kolorem pomararnczowym zaznaczono rybosomy

Str. 18 — powinno by¢ metylotransferaze

Str. 22 — brakuje przecinka przed ,a takze”

Str. 22 — powinno by¢ RNazy ll|

Str. 25 - brakuje spacji prze jednostka A

Str. 31 - powinno by¢ A. thaliana

Str. 38 — powinno by¢ restraints

Str. 40 — przydatyby sie odnosniki literaturowe do wymienionych pol sitowych

Str 44, 45 itd. — nie do korica rozumiem, dlaczego autorka zdecydowata sie uzywac anglojezycznego
stowa target w rozprawie zamiast polskiego cel. Rys. 4,1 Sekwencja Targetu troche razi...

Zatgcznik nr 1 — kolumna ,,dtugos$¢” nie jest potrzebna, gdyz zawiera takie same liczby. Wystarczyto
pewnie napisa¢ w podpisie jak dtugie sa fragmenty

Niektdre rysunki sg stabo czytelne np. Rys. 4.4i 4.6

Str. 58 — powinno by¢ ,,do profilu”

str. 95 — brakuje odstepu miedzy 2 ansoraz 1 ans

str. 95 — okreslenie ,model miat RMSD” jest niezreczne

str. 95 — pierwsze zdanie drugiego akapitu jest niezrozumiate

str. 95 — brakuje kropki w skrécie ok.



str. 95 i 96 — nie wyjasniono w rozprawie co oznacza LG score oraz PB-faktor (ten ostatni zwykle
okresla sie jako czynnik )

rys. 4.28 i 4.30 — podpisy aminokwasow s3 niewyraZne i za mate

str. 102 — ,tworzy interakcje” jest kalkg z jezyka angielskiego, lepiej bytoby uzywacé stowa , oddziatuje”
lub ,sposoby oddziatywania”. Uwaga to dotyczy tez innych zdan rozprawy.

str. 102 — powinno by¢ z 5’ korficem

str. 103 — powinien by¢ odstep po ok. 60 oraz 5’ koniec

Rys. 4.29 — potencjat raczej okreslamy jako dodatni i ujemny a nie pozytywny i negatywny

Pomimo powyiszych uwag uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Mickiewicz-Piotrowskiej porusza i
rozwigzuje wazny temat wyciszania ekspresji genéw przez microRNA u roélin i moje uwagi nie
umniejszajg dokonan autorki dotyczacych meritum. Zrozumienie i opanowanie techniczne zjawiska
interferencji RNA moze umozliwi¢ liczne zastosowania biotechnologiczne, a takze pomdc w
przysztosci w projektowaniu lekdw. Procesy te, jak to w biologii, sa jednak skomplikowane,
gdyz wymagaja rozpoznawania RNA przez biatka, transportu z jadra do cytoplazmy, odpowiedniego
wycinania miRNA z ich prekursoréw. Zaprojektowanie odpowiednich sekwencji miRNA nie jest
oczywiste, gdyz nie jest to oparte jedynie na prostej komplementarnosci odpowiednich fragmentéw
RNA. Oprocz wiedzy na temat mozliwych roslinnych prekursoréw miRNA, trzeba uwzglednié
dopasowanie miRNA do drugiej nici w dupleksie spinki RNA (miRNA/miRNA*) oraz do celu w
transkrypcie, ktéry ma by¢ wygaszany. Badania doswiadczalne pokazaty, ze skuteczne sekwencje
miRNA nie sgoparte tylko na prostej komplementarnosci nici. Dotychczasowe programy nie
uwzglednialy parametréw termodynamicznych oddziatywania dla réznych mozliwych dopasowan nici
RNA. Dodatkowo, okazuje sie, ze jesli oddzialywanie w niektérych fragmentach jest zbyt silne, to
wcale nie poprawia to skutecznosci wyciszania. Dlatego tez autorka wprowadzita mozliwo$¢ zmiany
sposobu parowania nukleotyddw. Uzytkownik moze tez wgra¢ do oprogramowania wiasny zestaw
danych, na podstawie ktérego chce projektowac sekwencje amiRNA. Doceniam ilos¢ metod i
programdéw, ktérymi autorka rozprawy sie postugiwata, ktore musiata poznaci zrozumiec ich
dziatanie, aby stworzy¢ oprogramowanie amiRNA Design. Dodatkowo, problem biologiczny jest na
tyle skomplikowany i nie do korica poznany, ze stworzenie algorytmu wymagato sporo pracy i
zrozumienia aspektéw biologicznych.

Druga cze$¢ badan, w ktérej autorka starata sie zrozumie¢ mechanizm tworzenia kompleksu
roélinnego biatka typu Dicer z 21-nukleotydowym dupleksem RNA, réwniez stanowita trudny problem
do rozwigzania. Wymagato to od autorki opanowania wielu technik przewidywania struktury
tréjwymiarowej oraz jej udokfadniania. Biatko to jest wielodomenowe, co dodatkowo utrudniato
zadanie, gdyz przestrzenna orientacja domen nie jest tatwa do przewidzenia i zwykle domeny s3
dynamiczne. Nie byto tez wielu danych dla tej rodziny biatek, a biatka roslinne s rézne od biatek
zwierzecych. Metody automatyczne nie radza sobie z przewidywaniem struktur kompleksow wielu
domen, a dodatkowo pozycjonowanie dupleksu RNA nie byto sprawg trywialng. Uwazam, ze model
autorki moze by¢ wykorzystany do strukturalnego zrozumienia dziatania biatek typu Dicer oraz do
projektowania doéwiadczen, na przyktad przewidujac, ktére mutanty poprawia badz obnizg
efektywnosc¢ reakcji.

Wyniki rozprawy zostaly juz opublikowane w pieciu publikacjach z listy filadelfijskiej. W dwdch
pracach mgr Mickiewicz-Piotrowska jest pierwszym autorem. Jedna z nich dotyczy programu AmiRNA



Designer, ktora od roku 2016 byfa juz cytowana przez innych naukowcéw kilkanascie razy. Druga
praca z pierwszym autorstwem mgr Mickiewicz-Piotrowska dotyczy stworzenia modelu kompleksu
biatka typu Dicer z dwuniciowym RNA.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Mickiewicz-Piotrowskiej stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza jego wiedze teoretyczng w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych, dyscyplinie nauki chemiczne oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mickiewicz-Piotrowskiej spetnia wiec warunki ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Mickiewicz-
Piotrowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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