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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Marcina Biesiady

Rozprawa doktorska mgra Marcina Biesiady zatytutowana ,Modelowanie przestrzennych struktur
RNA w badaniach ewolucji na poziomie molekularnym i projektowaniu nanoczgstek RNA” zostata
napisana pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek, prof. IChB PAN, w Zakfadzie
Struktury i Funkcji Retrotranspozonoéw Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.

Temat badawczy autora rozprawy dotyczy badania procesu ewolucji wybranych czagsteczek RNA przy
uzyciu metod modelowania struktur trojwymiarowych oraz projektowanie na tej podstawie
nanoczastek RNA. W ostatnich dekadach dowiedziono, ze RNA jest rownie istotng czgsteczkg jak DNA
czy biatka, ktéra ma znaczenie nie tylko w procesie translacji. Istnieje wiele rodzajéw RNA, takze
niekodujacych, ktére biorg udziat lub regulujg rézne procesy w komérce. Czgsteczki RNA mogg tez
by¢ uzywane jako szczepionki, tak jak przekonaliémy sie w czasie pandemii wirusa SARS-Cov-2.
Badania czasteczek RNA, w szczegdlnosci ich petnoatomowej struktury przestrzennej, sg wiec istotne
dla zrozumienia wszelkich mechanizmoéw, w ktérych RNA uczestniczy oraz ktére reguluje. Rozprawa
pana Marcina Biesiady podejmuje wtasnie kwestie okreSlania struktur RNA metodami
obliczeniowymi, ktore uwzgledniajg takze wiedze z danych doswiadczalnych.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest oparta o wyniki badan autora opublikowanych
w nastepujacych artykutach, w ktérych pan Marcin Biesiada wystepuje jako pierwszy autor:

Biesiada M; Purzycka KJ; Szachniuk M; Blazewicz J; Adamiak RW Automated RNA 3D structure
prediction with RNAComposer. Methods Mol Biol. 2016, 1490:199-215

Biesiada M; Pachulska-Wieczorek K; Adamiak RW; Purzycka KJ RNAComposer and RNA 3D structure
prediction for nanotechnology. Methods. 2016, 103:120-7

Biesiada M; Hu MY; Williams LD; Purzycka KJ; Petrov AS rRNA Expansion ES7 in Eukaryotes: from
Signature Fold to Tentacles. Nucleic Acids Res. 2022, 50(18): 10717-10732
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Czasopisma, w ktorych mgr Marcin Biesiada opublikowat wyniki badan sg anglojezyczne i znajduja
sie na liscie Journal Citation Reports o wysokich wskaznikach oddziatywania (tzw. impact factor, IF).
Dla Methods aktualny IF wynosi 4,6 a dla Nucl. Acids Res. 19,1. Methods in Molecular Biology jest
serig ksigzek wydawnictwa Springer, w ktérym artykut zostat napisany na zaproszenie wydawcy. Pan
Biesiada jest takze wspdtautorem szesciu innych artykutéw, ktdre nie wchodzg w sktad rozprawy
doktorskiej.

Do rozprawy zatgczono oswiadczenia wspotautorow dotyczgce ich wktadu do prac zbiorowych, a
takze oswiadczenie mgra Biesiady dotyczgce jego wktadu w publikacje bedace przedmiotem
rozprawy. Z tych oswiadczen wynika, ze pan Biesiada miat znaczacy wktad w opracowanie i
dostarczenie wynikéw do wszystkich trzech publikacji. Wykonat wszystkie przewidywania
tréjwymiarowych struktur RNA, ktore zostaty opisane w artykutach. Przygotowywat tez wiekszg czes¢
rysunkow i tabel oraz filmy. Brat udziat w opracowywaniu koncepcji artykutéw oraz w przygotowaniu
manuskryptéw publikacji.

Cykl powyzej wymienionych artykutéow poprzedza okoto 40 stronicowe wprowadzenie, ktdre stanowi
wazng cze$¢ rozprawy. Wprowadzenie zostato napisane w jezyku polskim, poza streszczeniem
rozprawy, ktére jest w jezyku angielskim. Po streszczeniach autor umiescit ogélne wprowadzenie do
tematyki RNA oraz przewidywania struktury RNA. W pierwszej czesci autor przedstawia podstawowe
informacje dotyczgce budowy RNA. W kolejnym podrozdziale przechodzi do opisu metod
przewidywania struktur przestrzennych RNA. Nastepnie przedstawia zasady dziatania programu
RNAComposer, ktéry byt gtdownym narzedziem uzywanym w pracy badawczej autora. W kolejnym
krotkim podrozdziale pan Biesiada opisuje funkcje RNA oraz podaje przyktady zastosowania réznych
rodzajow czgsteczek RNA w terapii, a takze wyzwania zwigzane z badaniem czgsteczek RNA.

W kolejnym, széstym rozdziale autor przedstawia gtéwny cel badan oraz cele szczegétowe. Celem
rozprawy byto przewidywanie struktury réznych czasteczek RNA oraz zaprojektowanie nanoczgstki
RNA. Okreslanie struktur RNA byto Scisle zwigzane z badaniem mechanizmdw ewolucji RNA.

Pierwsza z cyklu prac opublikowana w 2016 roku w Methods in Molecular Biology jest szczegétowym
opisem dziatania narzedzia RNAComposer. Pierwszg cze$¢ tej publikacji mozna okresli¢ mianem
podrecznika uzytkownika wraz z rysunkami. W kolejnej czesci, na przyktadzie ryboprzetgcznika
lizynowego, autor okreslit i opisat jak doktadnos¢ struktury drugorzedowej, ktéra jest wprowadzana
jako parametr wejsciowy do programu RNAComposer wptywa na jego wyniki, czyli doktadnosé
struktury przestrzennej. Autor wnioskuje, ze jako$¢ struktury drugorzedowej istotnie wptywa na
strukture przestrzenng modelowang przez program RNAComposer. Informacje umieszczone w tej
pracy uwazam za istotne z punktu widzenia oséb, ktére chciatyby uzywaé oprogramowania
RNAComposer, a nie majg doswiadczenia w przewidywaniu struktur RNA. Kroki i komendy oraz
istotne dane wejsciowe sg doktadnie wyjasnione. W tej publikacji autor wykazat, ze potrafi nie tylko
modelowac struktury przestrzenne RNA, ale takze zna doktadnie dziatanie programu RNAComposer.

W kolejnej publikacji z 2016 roku w Methods autor przechodzi do tematyki projektowania nowych
struktur RNA, ktére mogag by¢ przydatne w nanotechnologii. Gtéwnym wynikiem pracy jest
stwierdzenie, ze program RNAComposer nadaje sie takze do projektowania nowych czasteczek RNA a
nie tylko przewidywania struktury przestrzennej naturalnie wystepujgcych RNA. W pracy tej autorzy



przedstawiajg zaproponowany i przetestowany przez nich protokét projektowania nowych struktur
RNA z zaprogramowang okreslong funkcjg. Protokdt zostat najpierw przetestowany na RNA
bakteriofaga o nazwie phi29, gdyz dla tego RNA byty dostepne kontrolne struktury tréjwymiarowe
wyznaczone doswiadczalnie.

Nastepnie pan Biesiada zaprojektowat nanokwadrat RNA, dopasowujac jego sktadowe tak aby
oddziatywaty tworzac odpowiednig strukture. Zadanie polegato na rozszerzeniu funkcjonalnosci
potwierdzonego wczesniej nanokwadratu, ktdrego elementy samoasocjujg. Do takiego
nanokwadratu autor rozprawy dodat spinke. Dodanie spinki, ktdra mogtaby wigza¢ ligand albo
selektywnie oddziatywaé z innym RNA, mogtoby by¢ istotne w projektowaniu réznych nanostruktur
RNA. W tym celu autor przetestowat co najmniej kilkanascie réznych spinek, w tym tréjramiennych.
Nanokwadrat sktadat sie ostatecznie z o$Smiu niezaleznych nici RNA. Czes$¢ dotyczaca projektowania
takiego uktadu uwazam za istotng cze$¢ rozprawy, ktéra wykracza poza samo testowanie
oprogramowania w oparciu o znane struktury RNA.

W trzeciej z cyklu prac, opublikowanej w Nucl. Acids Res. w 2022 roku, autor modelowat fragment
RNA rybosomu eukariotycznego, nazywany siédmym segmentem ekspansyjnym. Ten segment jest
niezbedny u rRNA eukariotycznych, gdyz jest miejscem wigzania biatek rybosomowych. Dodatkowo,
ten segment ewoluowat poza jeden konserwowany element (tzw. zwdj sygnaturowy) i u wyzszych
organizmdéw znacznie sie wydtuzat i rozgateziat. Autor rozprawy przeanalizowat wtasnosci tego
segmentu modelujac jego strukture dwu- i tréjwymiarowa u rdéinych organizmdw. Struktury te
wyznaczat na podstawie uliniowienia sekwencji struktur wyznaczonych doswiadczalnie oraz
doswiadczen typu SHAPE. Zastosowat podejscie hybrydowe, gdyzistotng informacjg stuzgcg do
modelowania byt sposéb ewolucji tego fragmentu rRNA. Opracowana procedura modelowania
programem RNAComposer pozwolita na stworzenie modeli petnoatomowych nie tylko fragmentu
ekspansyjnego, ale takze catego rRNA duzej podjednostki rybosomu myszy.

Odnosniki literaturowe to ponad 140 pozycji; autor cytuje gtéwnie artykuty anglojezyczne z listy
Journal Citation Reports. Rozprawe dobrze sie czyta, gdyz jest napisana poprawnym jezykiem.

Podoba mi sie, ze autor rozumie, ze RNA jest samo w dobie czasteczkg dynamiczng, raczej zespotem
struktur a nie jedng konformacja. Przewidujemy raczej zespo6t mozliwych konformacji, podobnie jak w
doswiadczeniach spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego.

Znalaztam kilka btedéw jezykowych i niescistosci, ktére wymieniam ponizej z powodu mojej roli jako
recenzenta rozprawy.

Numeracja podrozdziatéw rozdziatu 5. Wprowadzenie przedstawiona w spisie tresci nie odpowiada
numeracji pojawiajgcej sie w rozprawie. Dodatkowo, przy czesci tytutdw podrozdziatdéw 5 nie pojawia
sie zadna numeracja, co troche utrudnia nawigowanie. To samo dotyczy rozdziatu 7.

W czesci dotyczacej przedstawienia budowy RNA (str. 10) pojawia sie informacja, ze RNA jest
zbudowany z 4 rdéinych nukleotydow, ale nie ma informacji, ze wystepuje przeciez wiele
modyfikowanych nukleotydéw, m. in. w transportujgcym RNA (tRNA). Jak na rozprawe doktorska ta
cze$¢ jest zbyt podstawowa.



Str. 15 raczej nie uzywamy okreSlenia ,reszta guanozyny” czy ,reszta guaniny” tylko reszta
fosforanowa lub cukrowa.

Str. 15 chyba chodzi o trudnosci w wyznaczeniu struktur a nie oznaczeniu

Str. 16 W tytule podrozdziatu powinno by¢ ,sktadanie”

Str. 17 powinno by¢ ,,udoktadniania”

Str. 20 ,,Jednakze to struktura trzeciorzedowa RNA posiada bardziej wyrafinowane wtasciwosci...” Nie
rozumiem co to sg wyrafinowane wtasciwosci RNA?

Str. 23 brakuje kropki po danych wejsciowych.

Str. 24 powinno by¢ pomiedzy dwiema petlami

Str. 26 Autor napisat ,...doktadniejsza struktura drugorzedowa czgsteczki pozwalata na bardziej
zblizone do modelu rzeczywistego przewidywanie modelu przestrzennego, co przedstawia Tabela 1
ponizej.” O jaki model rzeczywisty chodzi, czy jest to struktura krystalograficzna? A jesli tak to nie
uznatabym jej za model rzeczywisty...

Str. 26 Tabela 1 ostatnia kolumna. Brakuje jednostek energii.

Str. 26 Autor stwierdza, ze przewidywanie struktur przestrzennych RNA przez RNAComposer jest
silnie zalezne od jakosci wprowadzonych danych. Jest to raczej ogdlna zasada, ktdra dotyczy

wszystkich programdw, ale czy akurat tutaj nie ma takze zaleznosci od typéw danych?

Str. 27 pierwsze zdanie, nie jest jasne o co chodzi ,,o0 strukture 3D helisy alpha”. W przypadku RNA nie
mowimy o helisie alpha?

Str. 30 powinno by¢ ,,Strukture wprowadzanej spinki zaprojektowatem tak,”

Str. 33 powinno byc¢ ,,...eksperymentalnie wyznaczone struktury 3D rybosoméw...” a nie ,,0znaczone”.
Str. 42 powinno byc¢ ,,..opracowanie modelu zarzadzania...”

Str. 42 powinno by¢ ,,..i ich wptywu..”

Interesuje mnie takze nastepujgca kwestia. Dwie prace, w ktérych autor modelowat struktury
przestrzenne RNA ukazaty sie w 2016 roku. Czy obecnie oprogramowanie RNAComposer zawiera
istotne uaktualnienia, ktore spowodowatyby, ze przewidywania bylyby inne? Pojawit sie takie w
ostatnich dwdch latach program AlphaFold 2, ktory dobrze przewiduje struktury biatek i jego

odpowiednik dla kwaséw nukleinowych juz w zasadzie tez bedzie niebawem dostepny. Czy gdyby
autor przewidywat struktury teraz to czy wyniki bytyby inne i jak to by wptyneto na wnioski?



Ciekawa tez jestem na czym polegata reczna korekta struktury 2D i dlaczego byta potrzebna (str. 33)?

Podsumowujac, pan Marcin Biesiada przedstawit cykl publikacji, w ktérych zawart wyniki badan
dotyczgcych modelowania struktury przestrzennej réznych RNA. Zrealizowat cele badawcze swojej
rozprawy doktorskiej. Niewatpliwie jest obecnie ekspertem w przewidywaniu i modelowaniu struktur
dwu- i tréjwymiarowych RNA przy uzyciu programu RNAComposer. Ma takie ogromng wiedze
dotyczacg wykorzystania bazy RNA FRABASE oraz innych programow stuzgcych analizie czgsteczek
RNA. Potrafi takze zaprojektowac sekwencje nanoczgstki RNA, tak by otrzymaé odpowiednig
strukture tréjwymiarowg RNA o okreslonej funkgji.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. 2003, nr 65 poz. 595, ze zm.) oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyiszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkow
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. 2018 poz. 261) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie pana Marcina Biesiady do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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