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Recenzja osiggnigcia naukowego ,Opracowanie metod i narzedzi analizy ilo$ciowe;j

dr

i jakosciowej kolistych RNA oraz ich wykorzystanie w réznych uktadach
biologicznych” oraz pozostatego dorobku naukowego, dydaktycznego,
organizacyjnego oraz dziatalnosci popularyzujace; nauke
Anny Philips dotyczaca wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

Odpowiadajac na decyzje Rady Doskonatoéci Naukowej o wyznaczeniu mnie do komisji habilitacyjnej

jako rec

enzenta dr Anny Philips w postepowaniu w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego

w dziedzinie nauk écistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne wszczetego dnia 17 grudnia
2021 roku przedstawiam recenzje dorobku naukowego, dziatalnosci dydaktycznej i organizacyjnej oraz
popularyzujacej nauke. Recenzja bedzie sktadac sie z nastepujgcych czesci: odniesienia sie do sylwetki

naukow

ej habilitantki, oceny osiggniecia naukowego, oceny pozostatego dorobku naukowego, oceny

dziatalnosci dydaktycznej, organizacyjnej, popularyzujace] nauke i wnioskéw koncowych.

1.

Sylwetka naukowa

Dr Anna Philips uzyskata tytul magistra w dyscyplinie informatyka (specjalnos¢ informatyka
stosowana) w 2008 roku na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza
w  Poznaniu (UAM), Wydziat Fizyki, Laboratorium Bioinformatyki. Promotorami
i opiekunami pracy byli prof. Andrzej Dobek i dr Leszek Rychlewski, a tytut pracy magisterskiej:
~Analiza strukturaina konformacji liganda w dokowaniu biatko-ligand” wskazuje na wczesne
zainteresowania zjawiskami biologicznymi na poziomie molekularnym w powiazaniu
zinformatyka. Dalsze etapy rozwoju naukowego obejmowaty studia doktoranckie na Wydziale
Biologii UAM, Instytut Biologii Molekularne] i Biotechnologii pod kierunkiem prof. dr. hab.
Janusza Bujnickiego zakonczone obrong w 2013 roku wyrdznionej pracy doktorskiej ,Nowe
metody bioinformatyczne do przewidywania miejsc wiqzania metali i ligandéw w strukturach
RNA". Byta dodatkowo zatrudniona w Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej
w Warszawie w latach 2008-2009 jako bicinformatyk, a w latach 2010-2013 w ramach grantu
TEAM prof. dr. hab. J. Bujnickiego, gdzie zajmowata si¢ modelowaniem oddziatywan ligandéw
z RNA. Pracuje jako adiunkt w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu (ICHB PAN), od 2013 roku po uzyskaniu stopnia doktora, a od 2020 roku jest
kierownikiem Pracowni Bioinformatyki w tejze jednostce naukowe;.

Omowienie i ocena osiggniecia naukowego

Osiaggnigcie naukowe Dr Anna Philips stanowi cykl powigzanych tematycznie czterech
artykutéw  naukowych  opatrzonych  wspélnym  tytutem  ,Opracowanie  metod
i norzedzi analizy ilosciowej i jakosciowej kolistych RNA oraz ich wykorzystanie
w  roinych  ukladach  biologicznych”  opublikowanych w  jezyku  angielskim
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w czasopismach miedzynarodowych o wskazniku cytowan Clarivate Analytics od 3,26 do 6,6
w latach 2019-2021 (dwie prace w 2020 roku, po jednej pracy odpowiednio
w 2019 2021 roku). Habilitantka jest pierwsza autorky dwdch z tych prac, w jednej autorka
korespondencyjna. Prace te byly cytowane bez autocytowan odpowiednio 2, 2, 0i 14 razy
wg bazy Scopus (dane z dnia 27.04.2022). Najwieksze zainteresowanie innych naukowcéw
wzbudzita praca z 2019 roku, dotyczaca dystrofii miotonicznej u cziowieka, a w pozostatych
pubiikacjach badania skupiaty sig na rodlinie rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh) i jako najnowsze publikacje, dwie z 2020 i jedna z 2021 roku, nie zdazyty zaskarbi¢ sobie
jeszcze duzego migdzynarodowego zainteresowania badaczy w postaci duzej liczby cytowan.

Ociggnigcie naukowe byto w wigkszodci finansowane i realizowane w ramach projektu
~ldentyfikacja kolistych RNA oraz hiatek uczestniczacych w ich biogenezie u modelowej rosliny,
Arabidopsis thaliana” przyznanego w ramach konkursu SONATA 8 Narodowego Centrum
Nauki, panel: NZ2 i realizowanego jako kierownik od 2015-07-21 do 2019-07-20.
Podstawowym celem badar sformutowanym przez autorke, zwigzanym z tematem
osiggniecia, bylo opracowanie zoptymalizowanego protokotu stuzacego do identyfikacji,
a takie analizy ilosciowej i jakosciowej kolistego RNA {circRNA). Kolejnym krokiem byta
weryfikacja opracowanej metody w roznych uktadach biologicznych: uktadzie roslinnym
na przykladzie rzodkiewnika pospolitego - w siewce i w organach: korzeniu, lisciu, kwiecie oraz
u cztowieka na przykfadzie choroby mieéni o podiozu genetycznym o nazwie dystrofia
miotoniczng typu |. Metoda zostata uzyta do identyfikacji czynnikéw genetycznych
potencjalnie uczestniczacych w procesie biogenezy circRNA w ukfadzie roslinnym oraz
przetestowana w tkance miesniowej cztowieka, a Zapropaonowany protokdt postepowania
stuzgcy do identyfikacji oraz analizy ilosciowej i jakosciowej circRNA okazat sie wg autorki
uniwersalny u organizmow roslinnych i zwierzecych z szerokim polem stosowania niezaleinie
od testowanego ukfadu biologicznego. Dalej Dr Anna Philips opisuje bardziej szczegétowo
realizacje swojego nowatorskiego pomystu na zoptymalizowany protokdl i analize ilosciowa
oraz jakosciowa circRNA opublikowang w czterech publikacjach sktadajgcych sie na oceniane
osiggnigcie naukowe. Pierwszym bardziej szczegétowym celem pracy byta wiarygodna
identyfikacja i charakterystyka circRNA w siewkach i organach (korzeniach, lisciach, kwiatach)
A. thaliana typu dzikiego, ekotyp Columbia {Col-0). Publikacje naukowcéw poswiecone
circRNA w A. thaliana i innych roslinach wg autorki zawieraty w duzej mierze wyniki niespéjne
oraz brak standaryzacji metod, gdy zapoznawata sig Z nimi na poczatku badan. Wymienia, ze
stosowano wowczas rézne sposoby uzyskiwania danych z sekwencjonowania: poddajac prébki
linlowych transkryptow trawieniu RNazg R badz nie, a podczas analiz bioinformatycznych
z gory uznawano circRNA za zidentyfikowany po zaledwie dwdch odczytach NGS mapujgcych
do miejsca tzw. ,kolistego” splicingu (tzw. odczyty typu back-spliced), a takie, ze nie brano
czgsto pod uwage glebokosci biblioteki RNA-seq, na skutek czego liczba potencjalnych circRNA
znaczaco sig miedzy badaniami réznita, a zidentyfikowane na podstawie danych RNA-seq
CircRNA tylko w nielicznych przypadkach bylty poddawane walidacji eksperymentalnej
za pomocg llosciowej reakcja faicuchowa polimerazy (gPCR).

Rozpoznajgc problemy innych badaczy, habilitantka na poczgtku podjeta prébe oceny
i optymalizacji protokotéw do identyfikacji i analizy ilosciowej circRNA, jezeli chodzi
0 przygotowanie bibliotek RNA-seq, jaki i pézniejszg analize bioinformatyczng danych
z sekwencjonowania, co opisata w pierwszej publikacji osiagniecia: Expression Landscape

of circRNAs in Arabidopsis thaliana Seedlings and Adult Tissues. Philips A.
| wsp. Frontiers in Plant Sciences. 2020, 11: 576581. doi: 10.3389/fpls.2020.576581.
Przetestowane zatem zostaty dwa protokoty przygotowywania bibliotek NGS do badan
circRNA: odpowiednio przy traktowaniu RNaza R i nietraktowaniu, a takze kilka sposobdw
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normalizacji danych RNA-seq. Badane byty circRNA w siewkach i organach A. thaliana typu
dzikiego, z ktérych izolowano catkowity RNA, by kolejno przygotowac biblioteki RNA-seq przy
uzyciu przytoczonych dwach protokotow. Odpowiednio do podejscia pierwszego, uzyto RNA
catkowitego po deplecji TfRNA, a probki zawieraly liniowe i koliste transkrypty. Zgodnie
z podejéciem drugim, uzyto RNA catkowite, zubozone o rRNA i potraktowano RNazg R trawigcq
transkrypty liniowe w wyniku czego probki zawieraty circRNA oraz ¢ladowe ilosci liniowego
RNA. Eksperymenty RNA-seq wykonane byty w czterech powtérzeniach. Pordwnanie wynikow
z obu sposobéw wykazato, ze stosowanie RNazy R pozwala na identyfikacjg circRNA
wystepujacych rzadziej, ktore s3 gubione w standardowych bibliotekach z powodu duzej liczby
transkryptow liniowych. Mimo, ze biblioteki po trawieniu RNaza R posiadaty srednig liczbe
odczytéow okoto potowe mniejsza niz biblioteki bez trawienia RNazg R 10O liczba
zidentyfikowanych circRNA byta trzykrotnie wyisza, €O udowodnito, ze stosowanie RNazy R
istotnie rozdzielczosd analizy zwiekszyto. Z drugiej strony autorka zaobserwowata, ze niektare
circRNA zidentyfikowane w czterech powtérzeniach biologicznych w hibliotekach nie
trawionych RNaza R, ale sprawdzone za pomocq RT-PCR, nie zostaly odnalezione
w bibliotekach wzbogacanych w circRNA. Odpowiadaé¢ wg habilitantki za to miata
prawdopodobnie  nieenzymatyczna hydroliza  niektérych transkryptdw  kolistych,
co przeksztatcito je w liniowe, podatne na trawienie RNaza R. Ostatecznie zatem stwierdzita,
7o traktowanie probek RNaza R wzbogaca circRNA, ale zarazem ta procedura moze takze
powodowa¢ utrate informacji o niektorych circRNA. Podsumowujac autorka stwierdzila,
se podeijécie bez trawienia RNaza R jest lepsze do identyfikacjii iloéciowej oceny catkowitej puli
circRNA.

W celu poréwnania poziomow wystepowania CircRNA w roznych czesciach roslin, wymagane
jest zastosowanie przeznaczonej dla circRNA metody normalizacji danych RNA-seq do czego
autorka uiywata metode ddPCR {ang. droplet digital PCR), aby wyznaczy¢ wartosci
referencyjne akumulacji wybranych circRNA i ustali¢ optymalny sposéb normalizacji danych
RNA-seq, a najczesciej stosowana metoda normalizacji przez ustalanie wielkosci biblioteki
okazata sie zawodzi¢ w przypadku analiz circRNA u rodlin poniewaz dane byty stabo
skorelowane z wynikami ddPCR. W kolejnym kroku przetestowane zostaly zatem cztery
alternatywne metody normalizacji: poprzez liczbe odczytéw mapujgcych do miejsca
splicingowego typowego dia circRNA, poprzez wspdtczynnik normalizacji oszacowany przez
DESeq2, przez wielkos¢ biblioteki bez odczytéw rRNA i chloroplastowego RNA oraz poprzez
poziom ekspresji genu ACT2. 7astosowanie tych sposobéw umozliwito osiagniecie wartosci
wspoiczynnika korelacji Pearsona pomigdzy wynikami ddPCR i RNA-seq w zakresie 0,76-0,77.
Jedno-organowe analizy iloéciowe CircRNA dawaty jeszcze wyisza wartosc rowna 0,92 dlalisci.
Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity poglad, ze skiad transkryptomu ustaleny
na podstawie RNA-seq, a zaobserwowany w  réinych organach  rosliny
ma wptyw na analize ilosciow3 rzadkich gatunkéw RNA, uwzgledniajac w tym CircRNA.
Uzyskane wg habilitantki wyniki wskazuja na wysoka wiarygodnosc iloéciowej charakterystyki
circRNA w oparciu o RNA-seq w danym organie, przy zalozeniu uzycia adekwatnej metody
normalizaciji.

Zastosowanie zoptymalizowanej przez autorke strategii umotzliwito zidentyfikowanie
i zbadanie akumulacji kolistych RNA w siewkach i trzech réznych organach - korzeniach, lidciach
i kwiatach A. thaligna typu dzikiego. Dodatkowo przeprowadzone zostato porownanie
sawartoéci  circRNA  z  réinych  organow i poréwnanie ich nagromadzenia
ze  zbiorowiskiem  odpowiadajacych  im liniowych  transkryptow. Umozliwito
do identyfikacje circRNA powszechnych w catej roélinie, jak i specyficznych dla organdw,
Przeprowadzenie analizy umozliwito identyfikacje az 5235 roéznych circRNA opartych
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przynajmniej na dwdch odczytach back-spliced. Juiz na poczatku analizy danych RNA-seq
autorka zauwazyta staba powtarzalnosé circRNA w powtdrzeniach biologicznych w przedziale
zaledwie od 1,3 do 5,0%. Uznata to za dos¢ zaskakujace odkrycie, poniewaz brak byto wowczas
publikacji naukowych na temat podobnej charakterystyki danych o rodlinnych circRNA.
Wyeliminowala ewentualny bftad eksperymentalny poprzez wprowadzenie dwoch
dodatkowych powtérzen biologicznych. Przeprowadzone takie zostaly analogiczne analizy
circRNA w ludzkich liniach komaérkowych Huh-7.5 oraz Hela i te takiej zmiennosci nie wykazaly.
Dodatkowo przeprowadzona analiza publicznie dostepnych danych RNA-seq dla circRNA
w A, thaliona takie potwierdzita te zaskakujgca obserwacje. Uzyskane wyniki wskazywaty
wyraznie, e pula circRNA w A. thaliana zawieraé¢ musi wiele generowanych losowo czgsteczek,
ktérych funkcja fizjologiczna jest z pewnoscig nieistotna. Przewazajgca czesé wykrytych
circRNA {4297 circRNA z 5235 co daje 82,1%) zostata poparta przez 2 do 5 odczytow back-
spliced. Autorka, jednakze scharakteryzowata takie 39 kolistych RNA wspieranych przez liczbe
wieksza niz 100 odczytdw back-spliced. Wirdd tych wszystkich prawdopodobnych circRNA 127
zostaty wyszukane przez dwa niezalezne programy, CIRI2 oraz find_circ oraz poparte przez
przynajmniej 10 znormalizowanych edczytdw back-splice RNA-seq, co odpowiadato okoto 50
kopiom circRNA na mikrogram RNA catkowitego. Tak restrykcyjna selekcja, wg autorki,
pozwolita na wyodrebnienie  frakcji  circRNA  wystepujacych  w roslinie
w sposdb powtarzalny, w ilosciach pozwalajgcych na petnienie przez te czasteczki jakichs roli
w komérce. Zaproponowana przez Dr Anne Philips metoda umozliwia, wobec tego nie tylko
na identyfikacje i analize ilosciowa, ale takze na wyodrebnienie circRNA produkowanych
w sposab stochastyczny, nie petngcych funkcji, od tych produkowanych w sposéb powtarzalny,
o prawdopodobnej funkgji biologicznej.

Liczha powtarzalnych circRNA réznita sie w badanych organach roslinnych, od 87
w korzeniach, 79 w lisciach, 99 w kwiatach do 109 circRNA w siewkach, a 127 circRNA zostato
zidentyfikowanych jako produkowanych w sposéb  powtarzalny, 52 (40,9%)
z nich byto obecnych we wszystkich badanych organach rosliny, 112 {88,2%) z nich zostato juz
znalezionych w badaniach wczesniejszych i umieszczonych w bazie danych PlantcircBase
{Chu et al. 2017), a 67 (52,8% ) w bazie AtCircDB {Ye et al. 2017). Analiza ontologii gendw {ang.
gene ontology, GO) wykryla, ze geny dajace poczatek powtarzalnym circRNA cechujy sig
znacznym wystepowaniem takich, ktére sg zaangazowane w fotosynteze i odpowiedz na stres.
Korzenie wykazywaly najwieksza liczbe unikatowych circRNA (6) i najwigcej circRNA o duzej
akumulacji (p < 0,05) poréwnujac z innymi organami. Autorka najmniejszg liczbg
powtarzalnych circRNA o zwigkszonym poziomie stwierdzita w siewkach. Dalsze jej analizy
koncentrowaly sie na circRNA obecnych w co najmniej dwoéch organach. Porownanie par
organéw pokazato specyficzny dla nich wzér nagromadzenia circRNA. Najwigksza liczba
CircRNA o zwiekszonym poziomie {(p < 0,05} w poréwnaniu z innymi tkankami,
charakteryzowata korzenie (16 circRNA vs siewki, 25 vs liscie i 9 vs kwiaty). Najmniejsza liczha
circRNA o podniesionym poziomie zostata stwierdzona w siewkach {1 vs korzenie, 3 vs liscie
i 1 vs kwiaty). Analizy wykazaly takie obecnosé circRNA pochodzacych z genomu
chloroplastowego w siewkach (24), korzeniach (2), lidciach {12) i kwiatach {14). W innych
cytowanych przez autorke publikacjach chloroplasty zostaty zidentyfikowane jako , hot spoty”
produkcji circRNA. Uzyskane przez dr Anng Philips wyniki wykazaty, ze w lisciach faktycznie
przewaiaty odczyty typu back-spliced wspierajace circRNA pochodzace z genomu
chloroplastéw. Autorka dale] stwierdza, ze ,nadal nie wyjasniono, w jaki sposob tak zasadniczo
rdzne procesy, jak splicing jadrowy i organellarny, mogtyby prowadzi¢ do tworzenia circRNA.
Kwestie te komplikuje jeszcze fakt, ze niektére organellarne mRNA sg produktami trans
splicingu, w ktdrym eksony dwdch pre-mRNA zostajg potgczone. Niektére odczyty pochodzace
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7 takich mRNA moga by¢ biednie zaklasyfikowane jako odczyty typu back-spliced. W zwigzku
7 powyiszym chloroplastowe circRNA zidentyfikowane w danych RNA-seq powinny byc
traktowane z duzg doza ostroznosci a ich obecnosc powinna z0staé potwierdzona przy pomocy
innych metod”. Przeanalizowanie ekspresji mRNA klarownie dowiodlo, ze nie ma
bezposredniego powiazania migdzy akumulacjg circRNA a akumulacja ich odpowiednikow
liniowych. Dalej autorka stwierdza ,Wybrane przykiady, poparte metodq ddPCR pokazaty,
ze poziom niektérych circRNA wzrasta wraz ze wzrostem ekspresji ich liniowych
odpowiednikéw, jednak ogdlnie nie ma korelacji miedzy akumulacjg tych dwoch frakeji
transkryptomu (wspdtczynnik korelacji Pearsona: 0,14). To odkrycie wskazato, na duZe
prawdopodobienstwo istnienia specyficznego mechanizm regulujacego powstawanie circRNA
u A. thaliana. Co wiecej, poziom niektérych circRNA byt zwiekszony w poszczegolnych
tkankach, podczas gdy poziomy ich liniowych odpowiednikéw pozostawaty wzglednie sta bilne
w catej roslinie. Moina zatem spekulowac, ze biogenezg tych circRNA reguluje specyficzny
tkankowo czynnik molekularny, ktéry zmienia ,wzér” splicingu.”

Nastepnym etapem badan habilitantki bylo poszukiwanie czynnikéw uczestniczacych
w biogenezie circRNA. Wczesniejsze wykazanie, 7e circRNA u roslin s3 generowane
w sposob specyficzny dla komaorek organéw rodlinnych, a poziomy akumulacji nie s3
skorelowane z poziomami odpowiadajacych MRNA, umozliwilo postawienie hipotezy,
7e wystepujg nieznane czynniki, ktore promuja wytwarzanie circRNA. W celu identyfikacji
takich czynnikéw uzyte zostaly licznie dostepne mutanty A. thaliang z dobrze
scharakteryzowanymi nokautami pojedynczego genu w zestawieniu z typem dzikim Col-0.
Autorka dokonala selekeji wariantdw, tak aby kazdy nosit mutacje typu knockout w genie
kodujacym biatko biorace udzial w splicingu na roznych etapach tego procesu. Wedlug
Arabidopsis Splicing Related Data Base Genes (ASRG), biatka zwigzane ze splicingiem
u A. thaliana wystepuja u 395, ale zestaw mutantéw zostat zawezony do tych z ttem Col-0, tak
by bylo mozliwe uzyskanie wspolnego odniesienia dla wszystkich analizowanych roslin.
Wykluczone zostaly heterozygoty i mutacje letaine. Wstepna selekcja wariantow umozliwita
opracowanie listy 86 pozycji ze zmianamiw genach zwigzanych ze splicingiem, a 23 z nich miato
doktadnie opisany fenotyp. Ostatecznie mozliwe stalo sie uzyskanie listy 18 mutantow
A. thaliana wymienionych w Tabeli 51 z drugiej publikacji osiagniecia {Arabidopsis thaliona
cbp80, c2h2, and flk Knockout Mutants Accumulate Increased Amounts of Circufar RNAs,
Philips A. i wsp. Cells. 2020, 9: 1937. doi 10.3390/cells909193). Skiad transkryptomow
wszystkich tych roslin i Col-0 zostal okreélony za pomocg RNA-seq, a identyfikacja circRNA
przeprowadzona przy pomocy Opracowanego weczeéniej przez autorke protokotu.

Dr Anna Philips zaobserwowala, ze produkcja circRNA u trzech mutantow réznila sig
od obserwowane] w typie dzikim i pozostatych mutantach. Pierwszy wariant nie miat
funkcjonalnego genu cbp80, ktorego produktem jest element kompleksu wigzgcego czapeczkg
na koricu 5° mRNA. Mutant drugi, c2h2, nie posiadat genu kodujacego biatko U4/U6.U5
tri-snRNP — sktadnika wstepnie ziozonego kompleksu spliceosomowego, Waznego w tworzeniu
katalitycznie aktywnego spliceosomu. Mutant trzeci, fik, nie miat genu produkujacego biatko
z grupy jadrowych rybonuklecprotein (hnRNP), ktére, jesli s3 zwigzane z czasteczkami
pre-mRNA, informujg, ze pre-mRNA nie jest jeszcze W petni dojrzaty i gotowy do eksportu
do cytoplazmy. Cecha wspolng tych trzech mutantow byto zwiekszone gromadzenie kolistych
transkryptéw w poréwnaniu z typem dzikim i innymi mutantami, ktorej nie towarzyszyty
odpowiednie zmiany w schemacie ekspresji genow. Zaobserwowana zwiekszona akumulacja
circRNA mogta by¢ spowodowana czgsiszym back-splicingiem lub wigksza stabilnoscig circRNA
u tych mutaniéw. Autorka zaobserwowata wzrost liczby wystgpien alternatywnego splicingu
w rzeczonych trzech mutantach, co sugeruje, ze nokaut genu mial wplyw na splicing.
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Mutant cbp80 wytwarzat bardzo duzg liczbe 129 unikatowych circRNA, a sposrod nich, tylko
11 byto wspdlnych z Col-0 na 35 circRNA zidentyfikowanej w tym typie. Biatko CBPE0 wraz
z CBP20 tworzy kompleks zaangazowany w splicing oraz biogenezg miRNA, zatem mutanty
A. thaliana pozbawione tego kompleksu lub jego sktadnikow kumuluja czesciowo ztozone
transkrypty i pri-miRNA. Poniewaz braki w kompleksie wigzgcym czapeczke, a w szczegdlInosci
nieobecnoéé CBP8O, wplywajg na powstawanie zjawiska alternatywnego splicingu, szczegblnie
na koncu 5' pierwszego intronu, badania autorki po raz pierwszy dostarczyty dowoddw na 1o,
3e brak CBP8O nie tylko zaburza produkeje liniowych izoform transkryptow, ale takze znaczaco
2wieksza wytwarzanie réznych circRNA. Wiekszoéé circRNA specyficznych dla mutanta cbp80
zawieraia pierwszy ekson, podczas gdy circRNA powstate w innych mutantach i Col-0 zostaty
wyprodukowane gtéwnie z drugiego lub kolejnych eksondw i obserwacja ta jest zgodna
7 wczeéniejszymi odkryciami, ze CBP80 preferencyjnie wywiera swoj wptyw na splicing
w mRNA w okolicy korca 5, a biatko CBP80 bierze takze udziat w transdukcji sygnatu kwasu
abscysynowego {ABA) i szlaku kwitnienia. Jak pisze dalej autorka: ,Mutanty pozbawione CBP30
wykazuja wywolane przez ABA podwyiszenie cytozolowego poziomu wapnia w komarkach,
prowadzace do lepszego zamykania aparatéw szparkowych zapewniajgc przez to wieksza
tolerancje na suszg. Te rosliny wykazuja réwniez fenotyp wezesnego kwitnienia, wynikajacy
z wadliwego splicingu intronéw FLOWING LOCUS € (FLC). Niestety nie wiadomo czy circRNA
generowane w mutantach cbp80 réwniez przyczyniaja sie do zaohserwowanych fenotypow.
Repertuar circRNA specyficznych dla nokautéw chp80 musi zostat zbadany bardzie]
szczegblowo w celu przedstawienia ostatecznych wnioskow dotyczacych tego aspektu.
CircRNA moga byc generowane W sposob  kontrolowany lub stanowi¢ produkty
nieprawidiowego splicingu.” W oparciu o te wyniki badaf stawia hipoteze, ze ,ogolnie
niezakidcone funkcjonowanie czynnikow biatkowych zaangaiowany W splicing sprzyja
tworzeniu liniowych transkryptéw”. Dodatkowo stwierdza, ze ,otrzymane wyniki sugeruia,
e zmiana kompleksow biatkowych zwiaza nych ze splicingiem moze byé tatwym mechanizmem
uruchomiajgcym/wzmacniajgcym produkcje circRNA". Dynamiczny skfad kompleksu biatek
wiazacych czapeczke w A. thaliana jest dobrze udokumentowany i ulega zmianie w trakcie
wzrostu rosliny, a CBP80 jest jednym z biatek, ktore pozostajg zwigzane z czapeczka mRNA
saréwno w komérkach proliferujaeych, jak 1w spoczynku, ale ulegaja zmianie lokalizacja
subkomorkowej. Piszac dalej: ,Na wczesnych etapach cyklu wzrostu biatko to lokalizuje sie
preferencyjnie w cytoplazmie, a pozniej gromadzi sig w jadrze. Z kolei jego partner, CBP20,
najpierw lokalizuje sig zarowno w jadrze, jak i w cytoplazmie, a nastgpnie koncentruje sig
w jadrze” stawia hipotezg, ze hiektore wystapienia niekanonicznego splicingu na poczatku
cyklu wzrostu roéliny moga byé spowodowane niedoborem CBP80". Stwierdzajgc ,Takie
zjawisko potencjalnie moze aktywowac tworzenie circRNA. Idgc dalej, kontrola wystepowania
réznorodnych czynnikdw zwigzanych ze splicingiem moze stanowi¢ potencjalny mechanizm
regulacji ekspresji gendw w rotlinach. Co ciekawe, pokazano juz, ze ekspresja circRNA wzrasta,
gdy dziatanie maszynerii odpowiedzialnej za splicing pre-mRNA u Drosophila  jest
upoiledzone.” autorka sugeruje sakonserwowanie takiego mechanizmu W roznych
krdlestwach.

Opracowana w pracy pierwszej cyklu metoda analizy danych RNA-seq do identyfikacji
i oceny iloéciowej circRNA w roélinach zostata uiyta do powtdrnego przebadania wszystkich
publicznie dostepnych zbioréw danych RNA-seq dla A. thaliana, ktére spelniaty zalozone przez
autorke kryteria opracowanego protokotu. Mimo, ze CircRNA u A. thaligna oceniano w wielu
badaniach, poréwnanie wynikow wykazywato na rozbieznosci przez co analiza poréwnawcza
nie byta mozliwa. Glowng przyczyna, wg autorki, takiego stanu rzeczy byt brak standaryzacji
w metodach stosowanych do analiz CircRNA. Ujednolicone wyniki otrzymane 2 analizy
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publicznych danych zostaty zatem wraz 2 panig Katarzyng Nowis, doktorantka habilitantki,
zaimplementowane i udostgpnione w Internecie szerszemu gronu odbiorcow poprzez
utworzenie nowej bazy danych At-C-RNA (http://plantcircrna.ibch.poznan.pl/), a informacja
o tym i opis zostat przedstawiony w publikacji trzeciej cyklu - At-C-RNA database, a one-stop
source for information on circRNAs in Arabidopsis thaliana in a unified format. Nowis K,
lackowiak P, Figlerowicz M, Philips A. Database (Oxford), 2021, 00, 1-5, doi:
10.1093/database/baab07. Baza ta po raz pierwszy umozliwita analizg i poréwnanie danych
o circRNA z réznych zrédet. Wg Anny Philips At-C-RNA to obecnie jedyne 2rédio, w ktérym dane
pochodzace z réznych projektéw badawczych zostaty ponownie przeanalizowane przy pomocy
takiej samej metody, w ten sposob ujednolicone i ustandaryzowane. At-C-RNA jest obecnie
jedyng bazg danych dostarczajaca informacje o wystepowaniu circRNA w dzikich oraz
zmutowanych roslinach A. thaliana i ich organach. Baza zostata zaprojektowana, aby interfejs
byt przyjazny uzytkownikowi, a informacje o circRNA prezentowane sq w tabeli interaktywne;j
umozliwiajacej zdefiniowanie kryteridw przegladania uzytkownikowi, dajac mozliwosc
sortowania i filtrowania danych wedlug kazdej z kolumn oraz mozliwe jest rowniez reczne
usuwanie wybranych rekordow circRNA z tabeli, a takze filtrowanie tabeli po kliknieciu
na znajdujace sie pod nig interaktywne wykresy.

Baza At-C-RNA posiada obecnie zdeponowanych 113 327 circRNA i jest mozliwos¢ pobrania ich
w catosci jako plik *.xIsx formatu Microsoft Excel (dane podane przez autorkg oraz sprawdzone
przeze mnie dnia 7.04.2021), a jedynie niewielka czgs¢ z nich zostata umieszczona wczesnie]
w bazach poswieconych roslinnym circRNA: AtCircDB, PlantcircNet, PlantcircBase,
odpowiednio 16,2%, 18,9% i 19,7%.

Kazdy circRNA w bazie ma przypisany unikalny identyfikator zgodnie z ogdlnie przyjetym
wzaorcem: AT_numer_chromosomu:circRNA_start-circRNA_stop, co umozliwia tatwe
poréwnywanie z wynikami innych baz. Dla kaidego circRNA przypisane sa informacje takie jak:
dane literaturowe, na podstawie ktdrych wygenerowano zestawy danych RNA-seq, {ii) linia
rolinna i organ, w ktérej zidentyfikowano circRNA, (iii} $rednia punktacja At-C-RNA wyliczona
dla wszystkich circRNA zgodnie z takg samg procedurg wyrazajaca poziom akurnulacji circRNA,
punktacja At-C-RNA poszczegdlnych circRNA wchodzacych w sktad punktacji sredniej,
informacja o tym, czy dany circRNA z0stat potwierdzony eksperymentalnie oraz informacja na
temat ,powtarzalnosci” circRNA. To ostatnie kryterium jest wg autorki szczegolnie istotne,
poniewaz we wczesniejszych badaniach wykazala, ze wigkszo$¢ circRNA produkowana jest
w A. thaliana w spos6b przypadkowy i niepowtarzalny, a przypuszczalnie iw innych roslinach
takze, nie pefniac prawdopodobnie zadnej funkgji biologicznej. Autorka zakiada, Ze jedynie
circRNA produkowanie w sposob powtarzalny moga mie¢ potencjat funkcjonalny isg istotnymi
obiektami dla dalszego szerokiego zakresu badan.

Baza At-C-DB uznaje, ze circRNA jest powtarzalny, jesli zostat zidentyfikowany
w przynajmniej 4 biologicznych powtérzeniach w okreslonej linii rosliny i organie,
a sumarycznie 655 CcircRNA jest sklasyfikowanych jako powtarzalne, gdzie 226 jest
zidentyfikowanych we wszystkich badanych organach roslinnych {kwiecie, lisciu, korzeniu
i siewce) oraz w catej roslinie. Najwiece]j unikatowych, powtarzalnych circRNA w liczbie 35
naleziono w liciu, a korzed i kwiat, charakteryzowaty sie odpowiednio tylko dwoma
i jednym circRNA typowym dla danego organu, w siewce nie zidentyfikowano unikatowego
circRNA. 362 gendw dajacych poczatek powtarzalnym circRNA wytwarza ponad pie¢ izoform
circRNA, a zaledwie 11 genow wytwarza jedna izoforme. Punktacja At-C-DB 91,6% circRNA
miesci sie w zakresie 1-15, co odpowiada niskiej liczebnoéci, a 8,4% circRNA przekracza $rednig
ocene powyzej 15. Lokalizacja powtarzalnych circRNA na chromosomach pokazuje
e wiekszoé¢ pochodzi z genéw chromosomu 1, w zgodzie z obserwacjami dokonanymi
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we wczesniejszej pierwszej pracy z cyklu. Analiza danych z roznych zrodet umozliwia ukazanie
calego obrazu rozktadu circRNA w A. thatiana i jej organach.

Dodatkowym bardzo waznym i godnym uznania aspektem badan dr Anny Philips, wskazujgcym
na istotna wage naukowsg opracowanych rozwiazah, bylo zastosowanie metody analizy
CircRNA w A. thaliana do zbadania circRNA ludzi chorych na dystrofie miotoniczng typu 1
{DM1), gdzie wyniki zostaly opublikowanej w czwarte]j pracy osiagniecia naukowego: Global
Increase in Circular RNA Levels in Myotonic Dystrophy. Czubak K, Taylor K, Piasecka A, Sobczak
K, Kozlowska K, Philips A, sedehizadeh S, Brook JD, Wojciechowska M, Kozlowski P. Frontiers
in Genetics. 2019, 10:649. doi: 10.3389/fgene.2019.00649. DM1 jest wywotywana ekspansjg
powtérzen CTG w regionie 3' UTR genu DMPK kodujgcego enzym kinaze miotioninowa
{ang. myotonin-protein kinase). Osoby zdrowe cechuje od 5 do ~34 powtdrzen, podczas gdy
u chorych z DM1 wystepuja powtoérzenia siegajace do setek, a nawet tysiecy kopii powtdrzen
CTG. Zmutowane transkrypty RNA z wydtuzonymi powtdrzeniami CTG wystepujace w dystrofii
miotonicznej wiaia sie specyficznie z biatkami muscleblind (MBNL), co zaburza funkcje MBLN
w regulacjii alternatywnego skfadania pre-mRNA. MBNL odgrywajg takze rolg
w hiogenezie circRNA, zatem, poniewaz ich dziatanie w DM1 przez wigzanie dlugich sekwencji
CTG jest zaburzone, autorka sformutowata hipoteze, e takze poziom niektdrych circRNA moze
by¢ obnizony w tej jednostce chorobowej. W celu falsyfikacji postawione] hipotezy
habilitantka skorzystata z publicznie dostepnych zestawow danych RNA-Seq zdeponowanych
w  bazie danych dystrofii  miotonicznej:  DMseq (http://www.dmseq.org/).
Analiza zostata przeprowadzona jedynie dla danych, ktére zostaty wygenerowane
; zastosowaniem takiej samej procedury, gdzie biblioteki byly przygotowywane
z RNA calkowitego pozbawionego rRNA oraz gdzie stosowano sekwencjonowanie Illumina
typu pair-end. Przebadane zostaty dwa zestawy danych reprezentowane najliczniej
w bazie DMseq. Prébki do badan pochodzity z dwoch roznych lokalizacji w ramach migsni
szkieletowych cziowieka: migénia czworogltowego uda (lat. Musculus quadriceps femoris, QF;
23 probki, 11 probek kontrolnych i 12 prébek DM1) i miesnia piszczelowego przedniego (lat.
Musculus tibialis anterior, TA; 27 probek, & probek kontrolnych i 21 probek DM1). Opierajac
sie na wynikach uzyskanych wczesniej, poziomy akumulacji circRNA zostaly znormalizowane
wzgledem liczby odczytow mapujacych do genow ACTB i GAPDH.

Probki z QF zawieraly 22816 réinych circRNA, 2 czego 4168 {18%) zostato sklasyfikowanych
jako powtarzalne, potwierdzone przez co najmniej pig¢ odczytow typu back-splice
w co najmniej dwoch probkach, a 152 (0,7%) zaliczone jako powszechne, obecne
we wszystkich lub we wszystkich oprécz  jednej probkach kontrolnych DML,
probki z TA posiadaty 38403 circRNA, z czego 7537 (20%) powtarzalnych i 403 (1%)
powszechnych. Autorka stwierdzita, ze ,Poréwnanie globalnego poziomu akumulacji
wszystkich circRNA w kontroliiw probkach DM1, ujawnito istotnie zwiekszony poziom circRNA
w DM1". Podobne réznice nie zostaly zauwazone dla ich liniowych odpowiednikdw.
Podwyzszony poziom CircRNA w probkach DM1 byt rowniez obserwowalny w grupach
.powszechnych” circRNA. Znormalizowany zostal roéwniez poziom circRNA w stosunku
do odpowiadajgcych im liniowych transkryptow w celu wykluczenia, ze obserwowane zmiany
poziomu circRNA sg wynikiem wzrostu lub spadku transkrypcji prekursorow liniowych. Wyniki
wskazywaly takze wyisze poziomy circRNA w prébkach DM1 niz w prébkach kontrolnych.
Dodatkowo, przy uZyciu wygenerowanych danych, autorka przeanalizowata roznicowq
akumulacje circRNA w DML, Analiza t3 zostata ograniczona jedynie do zbiorow circRNA
wystepujacych powszechnie we wszystkich lub we wszystkich procz jednej probkach
kontrolnych DM1 (n=152 w QF in = 403 w TA). Zmiany poziomu circRNA obliczone w oparciu
o normalizacje obiema metodami byly silnie skorelowane zaréwno dla QF, jak i TA, wykazujac
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brak zaleznosci poziomu circRNA od poziomu ekspresji genow, z ktorych sg generowane.
Wartoéci zmian akumulacji okazaty sie by¢ znacznie przesunigte w kierunku wartosci
dodatnich, wskazujacy na wieksza ilos¢ circRNA o podwyiszonym poziomie w probkach DML,
Efekt ten jest zgodny ze stwierdzonym wezeéniej catkowitym wzrostem poziomu circRNA
w DM1, zaréwno dia QF, jak i dia TA. Przeprowadzona analiza wykazata zatem, ze globalny
poziom circRNA w DM1 jest podwyiszony. Stosujac protokot analizy danych, szczegolnie,
stosujgc réine metody normalizacji (wzgledem liczby odczytow mapujacych do genow ACTB
i GAPDH; wzgledem globalnej liczby mapujacych odczytow; oraz wzgledem liczby odczytow
mapuijgcych do liniowych odpowiednikow circRNA) wykazano, 7e wzrost poziomu circRNA
w DM1 nie jest wynikiem zmian globalnego poziomu transkrypcji czy podwyzszenia ekspresji
ich odpowiednikéw liniowych. Autorka zatem sfalsyfikowata wstgpnie postawiong hipoteze
i stwierdzila, ze otrzymane w badaniu wyniki poddaja w watpliwosc rolg MBNL jako czynnika
odgrywajacego waing rolg w biogenezie circRNA u cztowieka. Zauwazyta takie, ze zwigkszony
globalny poziom circRNA jak i podniesiony poziom indywidualnych circRNA w DM1 okazat sie
bardzo dobrze korelowac z ostroscig przebiegu choroby i w zwigzku z tym daje to moiliwost
badan w kierunku uiycia circRNA jako biomarkerow w DM1. Osobiécie uwazam za bardzo
ciekawe i wazne spostrzezenie z tych badan.

Habilitantka sugeruje, ze jej opracowana metoda analizy danych RNA-seq do badan circRNA
u A. thaliana moze zosta¢ rozszerzona ha badania circRNA w innych uktadach biologicznych,
co czeSciowo sama zaprezenfowata w ostatniej pracy na przykladzie DM1
u czlowieka. Powtarzalne, specyficzne tkankowo circRNA moga by¢ badane dalej
w bardziej zaawansowanych uktadach funkcjonalnych, a uzyskane wyniki powinny ufatwié
planowanie i prowadzenie kolejnych badar nad circRNA specyficznymi dla narzadow, orga now
czy tkanek roslinnych i zwierzecych wraz z odkrywaniem ich funkcji, jak i by¢ miejscem startu
ku odkryciu mechanizmow sterujgcych przetaczaniem miedzy tworzeniem sig transkryptow
kolistych i liniowych.

Mutanty A, thaliana o zmienionych fenotypach moglyby by¢ skutecznie uzywane do badan
funkcjonalnych circRNA, a w przypadku niedoboru circRNA u mutanta typu knockout
wprowadzonego sztucznie mozliwe bylyby natychmiastowe obserwacje wywolanych takg
ingerencjy efekiéw fenotypowych. Dodatkowo otrzymane wyniki mogg przyczyniac sie
do lepszego zrozumienia i identyfikacji nowych mechanizmow regulacji ekspresji genow,
poniewaz rozpoznawanie nieznanych czynnikow zaangazowanych w splicing i zwigzanych
z produkcjg circRNA  jest istotne dia lepszego zrozumienia mechanizmow lezacych
u podstaw niekanonicznego taczenia eksonow.

Baza danych At-C-RNA bedzie niewatpliwie bardzo uzyteczna dla naukowcow z roznych krajow
do analizy i wykorzystania wynikéw badar wygenerowanych przez grupy krajowe
i zagraniczne, bedac obecnie jedynym Zrodiem, w ktérym dane z réznych eksperymentow
zostaty ponownie przeanalizowane, ustandaryzowane oraz ujednolicone.

Badanie wplywu niedoborow czynnikéw uwazanych za biorgce udziat w biogenezie niektorych
CircRNA moze przyczyni¢ sie do rozwoju dalszych badani oraz sprawdzenia powigzania
z produkcjg circRNA,  w  tym réwniez zwiazku generowania tych czasteczek
2 biatkami z rodziny MBNL w chorobach takich jak DM1 u cziowieka.
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Podsumowanie osiggniecia naukowego

Osiggniecie naukowe zaprezentowane we wniosku przez dr Anneg Philips obejmuje cykl
publikacji naukowych, ktore zostaty wykonane w ramach grantu SONATA NCN, ktérego byta
kierownikiem. Pierwszym etapem badan byla identyfikacja circRNA
u A. thaliana. Opracowata metode identyfikacji i standaryzacji danych circRNA, ktora poiniej
zostala  uzyta do  powtdrnego przebadania  danych dostepnych  publicznie,
w wyniku czego utworzona zostala nowa baza danych (http://plantcircrna.ibch.poznan.pl/),
umoiliwiajaca analize i poréwnanie danych o circRNA z przerdznych zrodet. Wykazala takze,
7e wiekszo$é circRNA u A. thaliana jest produkowana losowo | zaproponowata metode
umoizliwiajaca odrdinienie przypadkowych circRNA od tych generowanych w sposdb
powtarzalny, przy zatoZeniy, ze tylko takie czasteczki powinny petni¢ funkcje biologiczne. Dalej,
przy uzyciu utworzonych narzedzi, pracowata nad identyfikacjg czynnikow genetycznych
uczestniczacych w biogenezie circRNA. Whykazata, ze mutanty rosliny pozbawione genow
cbp80, c2h2 i flk gromadzg wigcej circRNA, co ma wskazywac na udziat produktow tych genow
w regulacji ekspresji circRNA. Pokazata takze, ze niedobdr czynnika uwazanego za powigzany
z powstawaniem circRNA u ludzi - biatko z rodziny muscleblind, nie koreluje z ograniczeniem
poziomu circRNA w warunkach in vivo - w tkankach miesni (poprzecznie prazkowanych) osob
chorych na dystrofig miotoniczng typu 1, gdzie poziom circRNA byt raczej zwigkszony. Uznata
podsumowujac, e ,wiarygodna identyfikacja i oznaczenie iloéciowe circRNA u roslin oraz
identyfikacia czynnikdw zaangazowanych w ich biogenezg przyczyni sie do wiasciwego
zrozumienia uniwersalnych zasad, ktdore rzadza powstawaniem tych RNA w roznych
krolestwach, oraz znaczenia circRNA w szerokim kontekécie ewaolucyjnym”.

Podsumowujac, w pracy dr Anny Philips uwazam za bardzo cenna falsyfikacje wstgpnie
postawionej hipotezy {ostatnia publikacja osiggniecia) i stwierdzenie, ze otrzymane
w badaniu wyniki poddajg w watpliwos¢ role MBNL jako czynnika odgrywajacego wazng role
w biogenezie circRNA u cztowieka oraz zwrocenie uwagi na to, ze zwiekszony globalny poziom
circRNA jak i podniesiony poziom indywidualnych circRNA w DM1 okazuje sie bardzo dobrze
korelowat z ostroécia przebiegu DM1, co daje mozliwoéd badan w kierunku uzycia circRNA jako
biomarkeréw w DM1. Podtrzymuje na koniec swoje stwierdzenie, ze jest to bardzo ciekawe
i wazne spostrzeienie badan habilitacyjnych autorki w jej osiggnieciu.

Ocena pozostalego dorobku naukowego

Dr Anna Philips w trakcie kariery naukowej zajmowata sie badaniami zastosowania
i rozwoju réinych narzedzi bioinformatycznych w celu poznawania i zrozumienia zjawisk
i procesow biologicznych na poziomie molekularnym. Pracowata miedzy innymi nad
stworzeniem metod komputerowych, ktére umozliwialyby przewidywanie miejsca wigzania
jonéw metali i réznych ligandow w strukturach makromolekut biologicznych takich jak biatka
oraz RNA. Rozpoczynajgc przygode z nauka na studiach magisterskich na wydziale Fizyki UAM,
pod kierunkiem pana dr. Leszka Rychlewskiego, opracowata meta-metode oceniajaca rozne
konformacje przestrzenne kompleksu biatko-ligand w oparciu o czastkowe oceny uzyskiwane
7 szesciu programdw do dokowania. Ostateczna ocena opracowane] meta-metody, nazwanej
HarmonyDock dawata lepsze wyniki (mniejsza warto$¢ RMSD do struktury natywnej) niz kazdy
z programow dokujacych osobno. Wyniki badan zostaly opisane w publikacji “: HarmonyDOCK:
The structural analysis of poses in protein-ligand docking”. Plewczynski D, Philips A, Von
Grotthuss M, Rychlewski L, Ginalski K. Journal of Computational Biology. 2014 21: 247-256.
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doi: 10.1089/cmb.2009.0111 cytowanej do tej pory wg baz Elsevier Scopus oraz Clarivate Web
of Science 6 razy bez autocytowar.

Badania nad strukturami makromolekut, kontynuowala w trakcie studiéw doktoranckich
na Wydziale Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, pod kierunkiem prof. dr.
hab. Janusza Bujnickiego. Uzyskata grant PRELUDIUM 2, panel NZ2 Narodowego Centrum
Nauki by realizowaé jako kierownik projekt ,Nowa metoda bioinformatyczna do predykcji
miejsc wigzania ligandow w strukturach RNA” od: 2012-09-18 do 2013-09-17.
Jako doktorantka opracowata anizotropowy potencjal statystyczny {potencjat anizotropowy
bazujgcy na wzajemnych odlegtosciach atomow RNA i jonu metalu, atomow liganda,
jak i na ich wzajemnej orientacji w przestrzeni), charakteryzujacy sie dobra pewnoscig przez
zastasowanie parametru odlegtosci miedzy atomami oraz parametru orientacji przestrzennej
— kata. Potencjat zastosowany zostal dalej w programach MetalionRNA oraz LigandRNA.
Pierwszy z nich jest algorytmem stuzacym do przewidywania miejsc wigzania jonow metal
w strukturach RNA, drugi umozliwia oceng kompleksdw RNA-ligand. Narzgdzia umozliwiajg
badania oddziatywari miedzy RNA a matymi czgsteczkamiimoga by¢ uzywane do znajdowanie
nowych, potencjalnych lekéw. Wyniki badan uzyskiwane w trakcie studiow doktoranckich
zostaty upublicznione poza pracg doktorska w postaci czterech publikacji w renomowanych
czasopismach naukowych (przed doktoratem: Philips A, Milanowska K, Lach G, Boniecki M,
Rother K, Bujnicki JM. MetalionRNA: computational predictor of metal-binding sites in RNA
structures. Bioinformatics. 2012, 28: 198-205. doi: 10.1093/bioinformatics/btr636; Cruz JA
i wsp. Philips A 16/32 autor. RNA-Puzzles: a CASP- like evaluation of RNA three-dimensional
structure prediction. RNA. 2012 18: 610-625. doi: 10.1261/rna.031054.111; Philips A,
Milanowska K, Lach G, Bujnicki JM. LigandRNA: computational predictor of RNA-ligand
interactions. RNA. 2013, 19: 1605-1616. doi: 10.1261/rna.039834.113; po doktoracie: Philips
A, tach G, Bujnicki JM. Computational methods for prediction of RNA interactions with metal
ions and small organic ligands. Methods in  Enzymology. 2015;553:261-85.
doi: 10.1016/bs.mie.2014.10.057). Rozprawa doktorska ,Nowe metody bioinformatyczne
stuigce do przewidywania miejsc wiazania jondéw metalu i niskoczasteczkowych ligandow
w strukturach RNA” zostata obroniona 2 wyréznieniem 1 nagrodzona przez Polskie
Towarzystwo Bioinformatyczne jako najlepszy doktorat z bioinformatyki w 2013 roku,
a 22 listopada 2013 roku Rada Whydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu przyznata stopien naukowy doktara w dziedzinie nauk biologicznych w zakresie
biologii, specjalnosé bininformatyka.

Pracujagc w ICHB PAN w Poznaniu jako adiunkt glownym nowym tematem zainteresowar
badawczych staly sie koliste czasteczki RNA w roélinach stanowiace przedmiot osiggniecia
naukowego. (Habilitantka niepotrzebnie w czesci 4. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC
NAUKOWO-BADAWCZYCH”, jeszcze raz zhyt szczegotowo opisuje te czgst dziatalnosci
naukowej, opisanegj wczesnie] wystarczajgco w czesci 3. OMOWIENIE OSIAGNIECIA
autoreferatu.”}

lnnym zainteresowaniem, poza tym w ramach osiggniecia naukowego, byta tematyka
mikrobioméw, najpierw w ramach badania skiadu bakterii w kopalnych szczgtkach ludzkich
wykazujac, ze poza wystepujgcymi powszechnie bakteriami érodowiskowymi, mozliwa jest
takze identyfikacja kopalnych szczepdw, typowych dla jamy ustnej cztowieka. Dr Anna Philips
opracowata metodeg identyfikacji tych bakterii, a takze oceny ich wieku za pomocg analiz
modyfikacji i zniszczen DNA. Whykazata, 1e czas przechowywania W magazynie, wiek
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czy stanowisko archeologiczne na jakim zostaty pobrane nie majg wptywu na zawartosc
iloéciowa zachowanych kopalnych prébek.

Poréwnawcze badania genomow bakteryjnych starozytnych i wspotczesnych moga dostarczyé
waznych danych o ewolucji i pochodzeniu mikroorganizmow, w tym informacje o czynnikach
zjadliwosci | adaptacji do zywiciela, jakim moze byé cztowiek, w tym takze przy zmianie diety
i nawykéw higienicznych. Wyniki z te] tematyki zostaly opublikowane w trzech artykutach
(wg autoreferatu: N5, N7, N9) oraz w dwéch monografiach (wg autoreferatu: N1, N2).
Dodatkowo habilitantka nawigzata wspdiprace z grupg 2 Uniwersytetu w Louisville (Uofl),
Kentucky, USA, w ramach badania patogenéw jamy ustnej i dzieki tej kooperacji
srekonstruowata  cztery  kopalne  genomy Tannerella  forsythia i porownata
je ze genomami wspélczesnych T. forsythia, co wykazato roznice sekwencji niektérych gendw
zwigzanych z wirulencjq te] bakterii {wg autoreferatu publikacja N5).

Obecnie pracuje jako kierownik Pracowni Bioinformatyki w ICHB PAN i dalej prowadzi badania
nad mikrobiomami. Dodatkowo wspolnie z partnerem biznesowym, firmg Ardigen SA,
otrzymata grant Narodowego Centrum Badari i Rozwoju ,Mapa mikrobiomu Polski”
na opracowanie referencyjnego shioru mikrobioméw przewodu pokarmowego Polakow.
Repozytorium to ma hyé startem do badar nad zaleznosciami migdzy sktadem bakteryjnym
jelit a stylem iycia, dietg, chorobami oraz odpowiedzig pacjentéw na immunoterapie
w onkologii.

Utworzenie tego repozytorium dajacego perspektywy poznania sieci powigzari pomigdzy
mikrobiomem a cechami fenotypowymi i ¢rodowiskowymi takimi jak styl zycia, a takie
chorobami i skutecznoscig terapii immunologicznej moze utatwic zrozumienie wplywu
mikrobiomu jelit na organizm czlowieka. Habilitantka w autoreferacie podaje, ze metodyka
z tych bada zostata opracowana w postaci zgtoszenia patentowego (,Sposob izolowania
kwasow nukleinowych drobnoustrojow z katu”, patent krajowy zgloszony dnia 26.02.2021 (nr
zgloszenia p.437097), wspdtdzielony z 1CHB PAN: Luiza Handschuh, Katarzyna Tomela,
Magdalena Rakoczy, Anna Samelak-Czajka, UP: Marcin schmidt, Ardigen SA: Emilia Strycharz-
Angrecka, Kaja Milanowska-Zabel, Jan Majta, Agata Szymanek, Bozena Augustyn) oraz jak
podaje dalej wyniki majg by¢ udostgpnione w postaci dwoch publikacji, z ktérych jedna
znajduje sie w recenzji czasopisma Scientific Reports, a druga jest w przygotowaniu.
Prowadzac badania interdyscyplinarne we wspoétpracy z chemikami, fizykami, biclogami
i lekarzami z kraju i z zagranicy zaangazowata sig dodatkowo w kilka projektéw badawczych
w ktorych stuzy wiedzq i dofwiadczeniem w wyborze, projektowaniu i interpretacji wynikow
analiz bioinformatycznych. Wspéipracujac z grupq 2 Wydziatu Biologii Uniwersytetu
im. A. Mickiewicza w Poznaniu opublikowane zostaty dwie publikacje (wg autoreferatu: N4,
N6), w ktérych przeanalizowany sostat bakteryjny skiad éciekow przed, w trakcie
i po oczyszczaniu dzigki czemu udato sie wykaza¢ réinice W trakcie oczyszczania. Badania
te wykazaly z jednej strony, ze oczyszczanie sciekow zmniejsza catkowitq liczbg bakterii,
ale z drugiej w sciekach po oczyszczeniu znajduje sig proporcjonalnie wiecej $z2Czepow
antybiotykoopornych i Ze poprzez oczyszczanie éciekdw moze dochodzi¢ do transmisji genow
zwigzanych z antybiotykoopornoscia. Jest to kolejna bardzo waina obserwacja z badan
habilitantki sktaniajaca do dalszych pytan, czy jest moiliwe zapobieganie temu zjawisku,
w sytuacji dostawania sig masowo stosowanych antybiotykéw i ich metabolitow poprzez
odpady komunalne z miejsc zamieszkania Judnosci stosujace] antybiotyki, szpitali by¢ mozie
takze innych instytucji.
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W ramach uzupetnienia do ,Informacji o wykazywaniu sig istotna aktywnoscia naukowa albo
artystyczna realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucii naukowej lub instytucji kultury,
w szczeg6lnosci zagranicznej moina wskazac”, ze:

e Przeprowadzata badania w ramach trzech polskich jednostek badawczych:
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Miedzynarodowy Instytut Biologii
Molekularnej i Komérkowej w Warszawie oraz ICHB PAN Poznan, gdzie
od 2014 roku pracuje.

e 0Od 2018 roku wspétpracuje z grupa prof. Jana Potempy z Department of Orat Immunity
and Infectious Diseases, University of Louisville School of Dentistry, USA, gdzie jak
podaje planowany byl staz, jednak ze wzgledu na pandemie COVID-19 jest przektadany
na okres poiniejszy.

e Jako wykonawca interdyscyplinarnego grantu SYMFONIA NCN {(kierownik prof. dr hab.
M. Figlerowicz, ICHB PAN - lider) wspdipracowala z pozostatymi jednostkami
wchodzacymi w skiad konsarcjum realizujacego grant, tj. Instytutem Antropologii
UAM oraz grupa prof. Jasinskiego z Wydziatu Historii UAM. Prowadzone badania
zaowocowaly szeregiem wspélnych publikacji (wg autoreferatu: N1, N2, N5, N7, N9),
wystapien konferencyjnych oraz wspolng organizacja konferencji naukowych. Czynny
wktad w realizacje grantu polegat na zastosowaniu nowoczesnych metod
obliczeniowych do uzyskania odpowiedzi na zagadnienia historyczne takie jak badania
kopalnego DNA w celu udzielenia odpowied? na pytanie o pochodzenie genetyczne
populacji z terendw Polski, a zastosowane metody wniosty nowa jakos¢ badan
interdyscyplinarnych do badarii antropologicznych i historycznych na polskich
uczelniach.

e 0d 2019 roku wspétpracuje stale z grupg pani prof. dr hab. Joanny Mokrackiej (Wydziat
Biologii UAM), a w wyniku tej wspoipracy opublikowane zostaty dwa artykuty naukowe
(wg autoreferatu: N4 i N6) w ramach analizy skiadu bakteryjnego $ciekéw przed, w
trakcie i po oczyszczaniu. Dr Nicoletta Makowska, pierwsza autorka obu prac po
obronie swojej pracy doktorskiej na UAM uzyskata grant SONATINA NCN, ktory
realizuje w zespole habilitantki.

Brata udziat w 7 (1 poza krajem) konferencjach naukowych po uzyskaniu stopnia doktora
i w 11 (2 poza krajem) konferencjach przed uzyskaniem stopnia doktora.

Punkt: ,informacja o odbytych stazach w instytucjach naukowych Iub artystycznych,
w tym zagranicznych, z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru”
zawiera informacje o aktywnosci zwigzanej z wizytami naukowymi krajowymi i zagranicznymi
przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora:

,2010-2012 Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularne] i Komodrkowej, Warszawa.
Realizacja grantu FNP & OP IE 1.1.2 TEAM/2009-4/2 ,Modeling of RNA and protain-RNA
complexes: from sequence to structure to function”.

2007 - 2008 BiolnfoBank Institute, Warszawa. Staz, realizowany projekt badawczy:
“The structural analysis of poses in protein-ligand docking”.

2006 - 2007 Vrije Universiteit, Amsterdam, Holandia - Wyjazd w ramach program Socrates-
Erasmus.

03-09.2006 ITT} e-technologie i biznes, Poznan. Asystent. Staz.
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07.2005 Joint Institute Of Nuclear Research (JINR), Dubna, Russia - praktyki.
12.2003 Joint Institute Of Nuclear Research (JINR}, Dubna, Russia - praktyki.”

Niestety brak jest takich aktywnosci po uzyskaniu stopnia doktora.

Autorka podaje sumaryczng liczba cytowar wg bazy Clarivate Web of Science Core Collection
(bez autocytowan) z dn. 19.11.2021 na 253, do dnia 4.04.2022 ta warto$¢ wzrosta do 284
dla 16 prac, cho¢ indeks Hirsha o wartoéci 7 pozostat bez zmian.
Baza Elsevier Scopus notuje obecnie ponad 300 cytowar i indeks Hirsha 8 dla 16 prac.

Ocena dziatalnoéci dydaktyczna i organizacyjnej

Po uzyskaniu stopnia doktora w latach 2014-2021:

Habilitantka opiekowata sie dwoma doktorantami. Osoby te byly zatrudnione podczas
realizacji wymienionego wczesniej grantu SONATA NCN, gdzie byta kierownikiem,
a po uzyskaniu stopnia doktora habilitowanego zaktada, ze zostanie promotorem tych osob.
Byta takze promotorem dwoch prac magisterskich: temat pracy: Jldentyfikacja
mikroorganizméw towarzyszacych kopalnym materiatom kostnym”, UAM (wspolautorska
publikacja w GigaScience, wg autoreferatu N9), oraz temat pracy: ,Poréwnywanie dostepnych
metod do identyfikacji kolistego RNA na podstawie danych z RNA-Seq”. Obie osoby studiowaty
kierunek Bioinformatyka, 2016 i planujg studia doktoranckie. Poza tym w ramach dziatainosci
dydaktycznej recenzowata takze jeden licencjat: na kierunku Bioinformatyka, UAM, 2016
i opiekowala sie dwoma stazystami.

Przed uzyskaniem stopnia doktora opiekowata si¢ dwoma projektami licencjackimi

UAM na kierunku Bioinformatyka, 2011.

Dziatalnoéé organizacyjna obejmowata:

e 0Od 2020 roku kierowanie Pracownig Bioinformatyki w ICHB PAN.

e Kierowanie projektami finansowanymi ze irodet zewnetrznych wymienionych
wczesniej.

s W 2021 uczestniczenie w zespotach przygotowujacych materiaty do oceny instytutow
PAN i ewaluacji jednostek naukowych, prowadzonej przez MEiN (habilitantka podaje
MNISW) w celu ewaluacji.

e W 2018 uczestniczenie w komisji oceniajacej pracownikow ICHB PAN.

e Wsptlorganizowanie czterech konferenciji: Fascinating World of Bioorganic
Chemistry”, konferencja miedzynarodowa dedykowana prof. A. Legockiemu
z okazji 80 lecia, organizowana przez ICHB PAN, Poznan, 12-13.11.2019; ,Piast
& Premyslovci Meeting”, Poznan, 29-30.05.2018, konferencja migdzynarodowa
organizowana przez ICHB PAN, UAM {Wydziat Historyczny) oraz Instytut Archeologi
Czeskiej Akademii Nauk w Pradze; ,DNA - jezyk zycia”, Poznan, 27-28.10.2016,
konferencja krajowa organizowana przez [CHB PAN i PP.; ,Tradycje i nowoczesnosc -
poczatki panstwa polskiego na tle ¢rodkowoeuropejskim  w  badaniach
interdyscyplinarnych”, Poznan, 10-12.06.2015 - konferencja miedzynarodowa,
organizowana przez Instytut Historii i Instytut Prahistorii UAM oraz ICHB PAN.
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Ocena dzialalnoéci popularyzujacej nauke
Habilitantka nie podata zadnych aktywnosci w ramach dziatalnosci popularyzujacej nauke.

Whnioski koncowe

Podsumowujac  catkowity dorobek naukowy habilitantki (osiagniecie  naukowe
w postaci 4 naukowych publikacji oryginalnych jak i pozostata aktywnosc) jest
on niewatpliwie zdecydowanie dobry na obecnym etapie kariery, wskazujac dodatkowo
na liczne zainteresowania i umiejgtnoéci badawcze w zakresie nie tylko bioinformatyki oraz jej
sastosowania w badaniach biologii molekularnej, ale takie w aspekcie interdyscyplinarnym
szeroko pojetych nauk przyrodniczych prowadzonych na catym ziemskim globie, co ma takze
odzwierciedlenie w postaci nieco ponizej 300 cytowarh przez innych naukowcoéw oraz
w wartosci indeksu Hirsha 8 w ciggu 10 lat okresu publikacyjnego badaczki {uwzgledniajac
16 recenzowanych artykutéw naukowych w bazach Scopus | Web of Science).

O ile habilitantka wykazywata aktywnos¢ zwigzang z wyjazdami zagranicznymi w celach stazy
naukowych praktycznie w catym okresie studenckim, o tyle niestety brak jest takiej aktywnosci
po uzyskaniu stopnia doktora.

Dotychczasowe  doswiadczenie W ramach  dziatalnoéci  dydaktycznej uznaje
za wystarczajace w ramach wspotpracy z UAM, przy uwzglednieniu pracy w Polskiej Akademii
Nauk, po osiggnigciu  stopnia doktora,  instytucji  bardziej nakierowanej
na aktywnos¢ naukowa niz dydaktyczng. Nie mam sastrzezen do zgloszonej dziatalnosci
organizacyjnej habilitantki. Pewien niedosyt sprawia brak podania aktywnoéci w ramach
dziatalnoéci popularyzujacej nauke, ktéra bardzo czesto mozna powigzaé z dziatainoscia
dydaktyczna i organizacyjna. Zauwazytern kilka literowek w autoreferacie, ale w zaden sposéb
nie uznaje tego jako co$, co mogloby umniejszy¢ mojg oceng dorobku habilitantki.

Biorac pod uwage pozytywnj oceéng osiggnigcia naukowego - cyk! czterech publikacji
naukowych, oraz pozostatego dorabku naukowego, a takze dotychczasowq dziatalnos¢
dydaktyczng i dziatalnose organizacyjna, stwierdzam, iz w mojej ocenie Pani dr Anna Philips
spetnia  ustawowe wymogi stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora
habilitowanego f{art. 221 ust. 4 i 5 ustawy 2 dn. 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz 85. z poin. zm.}}. Whioskuje zatem
o dopuszczenie do dalszych etapdéw zmierzajagcych do nadania stopnia doktora
habilitowanego.

£éd3, 27 kwietnia 2022 Michal Ponczek

15




