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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Nowis “Podejscia bioinformatyczne w
badaniach kolistych RNA u roslin”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Nowis zostata wykonana w Zakfadzie
Biologii Molekularnej i Systemowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu. Prace badawcze zostaty przeprowadzone pod kierunkiem prof. dr. hab. Marka Figlerowicza.
Funkcje promotora pomocniczego petnita dr hab. Anna Philips.

Transkrypcja genomu prowadzi do powstawania RNA o zréznicowanej funkcji. Rozwdj nowych technik
sekwencjonowania kwaséw nukleinowych umozliwia odkrywanie i analize kolejnych klas RNA. W
ostatnich latach szczegélne zainteresowanie wzbudza kolisty RNA (circRNA), ktéry powstaje w wyniku
alternatywnego sktadania transkryptéw. Pomimo intensywnych badan funkcja i biogeneza kolistego
RNA nie zostaty w petni poznane. Wiekszo$¢ dotychczasowych badan dotyczyto kolistego RNA u
zwierzat. Znaczgco mniej wiadomo na temat kolistego RNA u roslin.

Mozliwo$¢ wiarygodnej i powtarzalnej identyfikacji danego rodzaju RNA jest kluczowa do
przeprowadzenia analiz porownawczych, funkcjonalnych oraz badania mechanizmu powstawania
danej klasy RNA. Dotychczas stosowane procedury nie pozwalaty na wystandaryzowang i powtarzalng
analize jakosciows i ilosSciowg kolistego RNA u roslin. Problem ten stanowit obiekt prac badawczych
mgr Katarzyny Nowis przeprowadzonych w ramach recenzowanej rozprawy doktorskiej.
Podstawowym celem badan mgr Katarzyny Nowis byto opracowanie zoptymalizowanego podejscia
bioinformatycznego do analizy kolistego RNA u roslin, a nastepnie wykorzystanie opracowanej
procedury m.in. do zbadania znaczenia sktadnikdw spliceosomu w powstawaniu kolistego RNA.
Cel rozprawy uwazam za ambitny i istotny dla zrozumienia roli kolistego RNA roslinnego.

Wykorzystujgc szeroki zakres narzedzi bioinformatycznych, we wspdtpracy z innymi badaczami
odpowiedzialnymi za pozostate, nie bioinformatyczne etapy badan, mgr Katarzyna Nowis zrealizowata
cele badan przedstawione w rozprawie. W wyniku przeprowadzonych prac opracowano strategie
badawczg pozwalajgcg na wystandaryzowang i powtarzalng identyfikacje i analize ilosSciowg kolistego
RNA. Wykazano, ze stosowana powszechnie metoda wzbogacenia kolistych czgsteczek RNA przy uzyciu
egzorybonukleazy R moze prowadzi¢ do degradacji poszukiwanych transkryptow. Jednoczesnie,
testujac rdzne strategie normalizacji danych z sekwencjonowania nowej generacji (NGS) stwierdzono,



Roman Szczesny - recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Nowis

ze powszechnie stosowana strategia normalizacji na catkowitg liczbe odczytéw z biblioteki prowadzi
do najmniej wiarygodnej analizy iloSciowej. Co wazine, analizy z uzyciem danych NGS zostaty
zweryfikowane przy uzyciu niezaleznej metody emulsyjnego PCR, co dotychczas nie byto opisane w
literaturze przedmiotu. Za wazny uznaje aspekt wyznaczenia minimalnej liczby czgsteczek kolistego
RNA niezbednego do jego wiarygodnej analizy.

Wykonane badania optymalizacyjne pozwolity na stworzenie katalogu kolistych RNA Arabidopsis
thaliana oraz potwierdzenie wczesniejszych przypuszczen, ze znaczaca pula kolistych RNA powstaje
stochastycznie, co wskazuje, ze prawdopodobnie tylko niewielka pula kolistych RNA ma znaczenie
funkcjonalne. Badania przeprowadzone przez mgr Katarzyne Nowis wskazujg, ze identyfikacja kolistych
RNA z uzyciem NGS odznacza sie niewielkg powtarzalnoscig wsrdd analizowanych niezaleznych préb
biologicznych. Nawigzujac do tej czesci rozprawy chciatbym zapytac czy zaobserwowano zwiekszong
»powtarzalnos¢” w przypadku kolistych RNA, ktdrych istnienie byto wsparte przez wiecej niz 100
odczytéw. Poréwnujac liczbe odczytédw RNA-seq charakterystycznych dla kolistego RNA i jego
liniowego odpowiednika mgr Katarzyna Nowis stwierdza brak zaleznosci miedzy poziomem kolistego
RNA a poziomem ekspresji danego genu. Warto zwrdci¢ uwage, ze liczba odczytéw RNA-seq
ytranskryptéw linowych” jest wypadkowa réznych proceséw — syntezy i degradacji RNA. Czy
rozwazano analize publicznie dostepnych danych z eksperymentéow typu GRO-seq, pNET-seq, aby
sprawdzi¢ potencjalng zaleznos¢ miedzy poziomem kolistych RNA z poziomem transkrypcji danego
genu? Prosze o komentarz w trakcie publicznej rozprawy doktorskiej.

W kolejnym etapie badan mgr Katarzyna Nowis zastosowata opracowane podejscie bioinformatyczne
do identyfikacji biatek istotnych dla biogenezy kolistego RNA. W tym celu mgr Katarzyna Nowis
przeprowadzita analize transkryptoméw 18 mutantéw A. thaliana. Przeprowadzone badania
doprowadzity do identyfikacji trzech gendw, tj. CBP80, C2H2, FLK, ktérych inaktywacja prowadzi do
wzrostu poziomu kolistych RNA. Dane te sg zgodne z wczesniejszymi przypuszczeniami, ze kolisty RNA
powstaje w wyniku zaburzonego/alternatywnego splicingu. Badania mgr Katarzyny Nowis pozwalajg
na dalszg charakterystyke zidentyfikowanych biatek oraz okreslenie ich roli w powstawaniu kolistego
RNA.

W ostatnim etapie badan mgr Katarzyna Nowis wykorzystata opracowang strategie do stworzenia
ogdlnodostepnej, wystandaryzowanej bazy kolistych RNA A. thaliana. W ramach tej czeSci rozprawy
doktorskiej mgr Katarzyna Nowis poddata analizie publicznie dostepne dane transkryptomiczne,
przeprowadzita analize poréwnawczg uwzgledniajgc dane uzyskane we wczesniejszych etapach
rozprawy doktorskiej oraz stworzyta aplikacje internetowg, ktéra umozliwia innym badaczom
wykorzystanie wynikéw przeprowadzonych analiz.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana jako zbiér trzech opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych, ktére zostaty poprzedzone omdwieniem w jezyku polskim.
Omodwienie zbioru prac zostato przygotowane bardzo dobrze i stanowi doskonate wprowadzenie do
tematyki badan. Z przedstawionych w rozprawie oswiadczen oraz stosownych sekcji zamieszczonych
w artykutach naukowych wynika, ze mgr Katarzyna Nowis miata istotny i twdrczy udziat w powstanie
artykutéw naukowych wchodzgcych w skfad zbioru sktadajgcego sie na rozprawe doktorska. Ponadto,
mgr Katarzyna Nowis jest wspdtautorkg czterech innych artykutéw naukowych. Dorobek publikacyjny
Kandydatki oceniam jako bardzo dobry.
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Podsumowujac, rozprawe doktorskg mgr Katarzyny Nowis oceniam wysoko. Praca ta stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, ktdre moze stanowi¢ cenne zrédito informacji dla
dalszych prac nad rolg kolistego RNA. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB
PAN nr 99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Katarzyny Nowis do dalszych etapow postepowania o
nadanie stopnia doktora. Jednoczesnie, ze wzgledu na istotne znaczenie uzyskanych wynikéw dla prac
nad ustaleniem roli kolistego RNA wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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