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Rece nzja rozp rawy d o ktorskiej An ny Wasi lewskiej - Bu rczyk

Rozprawa doktorska zatytutowana ,,Potencjat regulatorowy kr6tkich RNA oddziatujqcych z

rybosomami (rancRNA) w Socchoromyces cerevisioe w warunkach stresu abiotycznego" zostata

przygotowana przez Paniq mgr Annq Wasilewskq-Burczyk pod opiekq promotorskq prof. ICHB

PAN, dr hab. Kamiti Grzywacz. Praca zostata przedlozona Radzie Naukowej lnstytutu Chemii

Bioorganicznej PAN.

Gt6wnym celem pracy badawczej przedstawionej w niniejszej dysertacji jest identyfikacja i

charakterystyka kr6tkich RNA asocjujqcych z rybosomami u S. cerevisioe hodowanych w

warunkach optymalnych i w czasie stresu. Wyniki przedstawione w pracy sE nowe i stanowiq

i ntegra ln q czqi( ba d a i p rowa d zo n y ch przez gru pq p rofesor Grzyw acz.

Praca doktorska mgr Anny Wasilewskiej-Burczyk zostata napisana w jqzyku potskim. Tre6i pracy

jest zgodna z tematem wskazanym w tytute. Uktad treici jest dopuszczalny dla danego formatu,

chociaz praca by zyskata gdyby Wyniki i Dyskusja byty osobnymi rozdzialami. Praca jest

podzielona na kilka gt6wnych rozdzial6w: Streszczenie, Wstqp, Cele Procy, Moterioty i Metody,

Wyniki i Dyskusjo, i Wnioski. Autorka wykorzystat obszernq bibtiografiq odwotujqcq siq do 191

artykut6w nau kowych. Autorka stosuje w pracy od powiedni d la tego formatu iqzyki terminologiq.

Spis treSci przygotowany jest prawidtowo. Praca jest przejrzysta. Tekst opatrzony jest 60

rycinami, 19 wykresami, 6 diagramami i 55 tabelami, brakuje ich spisu. Ryciny i wykresy sq

starannie przygotowane, chociaz opisy na nich mogtyby byi wigksze dla tepszej czytelno6ci.

Bibliografia zostata odpowiednio uzyta w tek6cie i we wta(ciwy spos6b uzyta do dyskusji

wynik6w.

pierwszy rozdzial,Wstqp, autorka rozpoczyna zwiqztym opisem historii odkrycia kr6tkich Rl\R

asocjujqcych z rybosomami (rancRNA) oraz przybti2a ich funkcje. Nastqpnie opisuje budowq

transferowego RNA, modyfikacje nukleozyd6w w tRNA, ktasyfikacjq kr6tkich RNA powstaiqcych z

IRNA (tRF), ich biogenezq oraz funkcjg. Nastqpnie, w analogicznych spos6b autorka omawia

kr6tkie RNA powstajqce ze snoRNA (sdRNA). W ostatniej czq6ciwstqpu, autorka przyblila funkcjq
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biatka AlkB, jego mutanta, kt6ry demetytuje RNA, co jest wykorzystywane w sekwencjonowaniu

modyfikowanych RNA.

Nastqpnie, autorka przedstawia szczeg6towe Ce/e procy, kt6re skupiajq siq na (l) opisie

iloSciowym ijako6ciowym rancRNA oddziatujqcych z rybosomami, (ll) wptywie demetylacji RNA

na detekcjg czqsteczek RNA, (lll)okre(leniu funkcjiwybranych tRF isdRNA.

W rozdziale Moterioty i Metody, autorka podaje listy aparatury, odczynnik6w, wymienia przepisy

na bufory, pozywki, opisuje proces prowadzenia hodowli w warunkach optymalnych i

stresowych , oraz procedury wykorzystywane przy prowadzeniu bada6. Opis sekwencjonowania

wysokoprzepustowego opisany jest bardzo skromnie, nie jest podane jak byty przygotowane

bibtioteki. Brakuje szczeg6t6w jak byto oczyszczane biatko - np. bufory.

Sekcjq Wyniki i Dyskusjo autorka rczpoczyna opisem profili rybosomowych S. cerevisioe

hodowanych w optymatnych warunkach i poddanych r62nym stresom. Na podstawie tego

eksperymentu wybiera stres gtodu cukrowego i stres hiperosmotyczny do dalszych analiz.

Autorka zbiera podjednostki, monosomy i polisomy, izoluje z nich RNA a nastgpnie frakcje

kr6tkich fragment6w RNA. Czg(i izolowanego materiatu jest poddane demetylacji, zeby usunqi

modyfikacje RNA. A nastqpnie pr6bki sq sekwencjonowanie. W kotejnym kroku autorka omawia

zidentyfikowane w sekwencjonowaniu biotypy RNA, dla pr6bek natywnych i demetylowanych,

analizuje sdRNA itRF.

Z opisu wynika, ze pr6bki byly przygotowane w dw6ch powt6rzeniach, chociaz w niekt6rych

przypadkach tytko jednq pr6bkg udato siq zsekwencjonowai?. Nie jest jasne czy dane iwyniki na

wykresach, w tabelach, na diagramach sq pokazywane dla jednego z powt6rze6, zbiorczo?

Brakuje np. PCA by m6c ocenii powtarzalno6i i jakoii powt6rze6. Jedno powt6rzenie jest

n iewysta rczajqce d la wia rygod nych a na [iz.

Autorka przedstawia diagramy pokazujqce jaka, w danym warunku, czqii wykrytych RNA jest

wsp6lna dta pr6bek +/- demetylacja. Nastqpnie autorka kataloguje wybrane zidentyfikowane w

sekwencjonowaniu sdRNA i tRF. W rezultacie powstaje zestawienie rancRNA asocjuiqce z

rybosomem (l) tytko w czasie stresu gtodu cukrowego, (ll) tylko w odpowiedzi na stres

hiperosmotyczny, (lll) w czasie obu typ6w stresu. Autorka na biezqco dyskutuje kazde z opisanych

rancRNA.

Autorka koiczy rozprawq Wnioskomi gdzie zestawia wyniki i odkrycia dla podjednostek,

monosom6w i polisom6w.

D o d otkowy ko m e nto rz m e ryto ryczny:

Brakuje typowej dyskusji, autorka omawia wyniki na biezqco w kontek(cie wiedzy literaturowej,

ate brakuje szerszego kontekstu uzyskanych wynik6w w odniesieniu do obecnego stanu wiedzy

na badany temat.

INSTYTUT BIOCHEMII I BIOFIZYKI

POLSKIEJ AKADEMII NAUK

www.ibb.edu.ol secretariate@ibb.waw.pl
Tel.: +48 223922L 45, Faks: +48225922190
NIP: 5261039742, REGON: 000325819ul. Pawiriskiego 5A, 02-106 Warszawa, Polska

Strona 2 z 4



iB INSTYTUT BIOCHEMII I BIOFIryKI
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

' Kom6rkiS. cerevrsioe sq znane z tego, ze mozna uzyskai duze wzbogacenie frakcji polisom6w.
W wynikach prezentowanych w niniejszej pracy polisomy kom6rek hodowanych w warunkach
optymalnych sq 'niskie'. Czy rybosomy byly'zamra2ane'przed zbieraniem kom6rek? Kom6rki
byty zbierane poprzez wirowanie. Czy hodowle byty szybko chtodzone by utrwatii polisomy?

Czy filtrowanie kom6rek w temperaturze ich wzrostu nie bytoby odpowiedniejsze dta

zachowania polisom6w?

' Jak byto przygotowane medium o wysokim pH, czy na pewno przez dodatek kwasu solnego?

(str 30). Uktad dla stresu anaerobowego nie wydaje siq byi efektywny.
. Dlaczego gradienty byty przechowywane przeznoc?
. Na Rys 8, pr6bka K3 r62ni siq od pozostatych, jaka jest tego przyczyna i czy pr6bka byta

wykorzystana do dalszych analiz?
. Rys L2, 2el przedstawiajqcy czyszczone biatko AlkB i mutanta tego biatka jest bardzo

niewyralny. Jaki jest szacowany procent czysto(ci biatek? Czy zanieczyszczenia nie

przeszkadzajq w dalszych analizach? Czy w czasie oczyszczania byto dodatkowy etap po etucji

biatka ze zloia niklowego? Czy byl wymieniany bufor po elucji?
. DlaczeBo liczby odczyt6w (Tab 6) sq tak bardzo r62ne dla poszczeg6lnych pr6bek? Czy przy

multiplexowaniu (o ile byto, brakuje informacji jak przygotowano biblioteki) nie byto

normalizacji d la pr6bek?

. Pojawiajq sie stwierdzenia o akumulacji pewnych fragment6w np. w warunkach natywnych

(- AtkB) ale jednoczesnym braku czqsteczek po demetytacji. Jakijest pow6d znikania tych RNA

po demetylaQi? (przyktadowo str 77). Czy mo2na uznawai takie wyniki za wiarygodne?

Czy byta sprawdzana aktywno6i nukleazowa oczyszczonego biatka? Na zamieszczonym zelu

widai wiele zanieczyszczei innymi biatkami.
. Czy sekwencjonowanie 'direct RNA sequencing' technikq Oxford Nanopore miataby szansq

zadzialaiw przypadku sekwencjonowania tRNA i fragment6w tRNA?

r \fl wielu miejscach uzywana jest fraza 'ilo6i odczyt6w', odczyty sq podliczane i mozna okre6tai

ich Iiczbq.
r \fl tek6cie jest wiele titer6wek i spolszczei wyraz6w angielskich jak np. translatowai.

Przedtozonq mido oceny pracq oceniam minimalne pozytywnie. Badania do doktoratu opierajE

siq wlaSciwie na jednym eksperymencie. Ta praca to swoisty katalog fragment6w RNA wykrytych

w sekwencjonowaniu, ale brakuje opisu roli biologicznej tych czqsteczek. Nie ma zadnych

dod atkowych eksperyment6w wa lid ujqcych wyn i ki.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre(lone w Ustawie z dnia 20

lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z20IB r. poz.1668 ze zm.) orazw

Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w lnstytucie Chemii Bioorganicznej

PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 4012025llnternet/RN-l40 z dnia 18 marca

2025 r.) iwnioskujq do Rady Naukowej lnstytutu Chemii Bioorganicznej PAN i dopuszczenie mgr

Anny Wasilewskiej-Bu rczyk do dalszych etap6w postqpowania o nadanie stopnia doktora.

Dr hab Starosta, prof. IBB PAN
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