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Recenzja rozprawy doktorskiej Anny Wasilewskiej-Burczyk

Rozprawa doktorska zatytutowana ,Potencjat regulatorowy krétkich RNA oddziatujacych z
rybosomami (rancRNA) w Saccharomyces cerevisiae w warunkach stresu abiotycznego” zostata
przygotowana przez Panig mgr Anne Wasilewska-Burczyk pod opieka promotorska prof. ICHB
PAN, dr hab. Kamili Grzywacz. Praca zostata przedtozona Radzie Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN.

Gtéwnym celem pracy badawczej przedstawionej w niniejszej dysertacji jest identyfikacja i
charakterystyka krétkich RNA asocjujacych z rybosomami u S. cerevisiae hodowanych w
warunkach optymalnych i w czasie stresu. Wyniki przedstawione w pracy sg nowe i stanowia
integralng cze$¢ badan prowadzonych przez grupe profesor Grzywacz.

Praca doktorska mgr Anny Wasilewskiej-Burczyk zostata napisana w jezyku polskim. Tresc pracy
jest zgodna z tematem wskazanym w tytule. Uktad tresci jest dopuszczalny dla danego formatu,
chociaz praca by zyskata gdyby Wyniki i Dyskusja byty osobnymi rozdziatami. Praca jest
podzielona na kilka gtéwnych rozdziatéw: Streszczenie, Wstep, Cele Pracy, Materiaty i Metody,
Wyniki i Dyskusja, i Wnioski. Autorka wykorzystat obszerna bibliografie odwotujacg sie do 191
artykutéw naukowych. Autorka stosuje w pracy odpowiedni dla tego formatu jezyk i terminologie.
Spis tredci przygotowany jest prawidtowo. Praca jest przejrzysta. Tekst opatrzony jest 60
rycinami, 19 wykresami, 6 diagramami i 55 tabelami, brakuje ich spisu. Ryciny i wykresy sg
starannie przygotowane, chociaz opisy na nich mogtyby by¢ wieksze dla lepszej czytelnosci.
Bibliografia zostata odpowiednio uzyta w tekécie i we witasciwy sposob uzyta do dyskusji
wynikow.

Pierwszy rozdziat, Wstep, autorka rozpoczyna zwigztym opisem historii odkrycia krétkich RNA
asocjujacych z rybosomami (rancRNA) oraz przybliza ich funkcje. Nastepnie opisuje budowe
transferowego RNA, modyfikacje nukleozydéw w tRNA, klasyfikacje krétkich RNA powstajacych z
tRNA (tRF), ich biogeneze oraz funkcje. Nastepnie, w analogicznych sposob autorka omawia
krétkie RNA powstajace ze snoRNA (sdRNA). W ostatniej czedci wstepu, autorka przybliza funkcje
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biatka AlkB, jego mutanta, ktdry demetyluje RNA, co jest wykorzystywane w sekwencjonowaniu
modyfikowanych RNA.

Nastepnie, autorka przedstawia szczegdtowe Cele pracy, ktére skupiaja sie na () opisie
ilosciowym i jakosciowym rancRNA oddziatujgcych z rybosomami, (Il) wptywie demetylacji RNA
na detekcje czasteczek RNA, (111) okresleniu funkcji wybranych tRF i sdRNA.

W rozdziale Materiaty i Metody, autorka podaje listy aparatury, odczynnikdw, wymienia przepisy
na bufory, pozywki, opisuje proces prowadzenia hodowli w warunkach optymalnych i
stresowych, oraz procedury wykorzystywane przy prowadzeniu badan. Opis sekwencjonowania
wysokoprzepustowego opisany jest bardzo skromnie, nie jest podane jak byty przygotowane
biblioteki. Brakuje szczeg6tow jak byto oczyszczane biatko - np. bufory.

Sekcje Wyniki i Dyskusja autorka rozpoczyna opisem profili rybosomowych S. cerevisiae
hodowanych w optymalnych warunkach i poddanych réznym 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 nastepnie frakcje
krétkich fragmentéw RNA. Czeé¢ izolowanego materiatu jest poddane demetylacji, zeby usunac
modyfikacje RNA. A nastepnie prébki sa sekwencjonowanie. W kolejnym kroku autorka omawia
zidentyfikowane w sekwencjonowaniu biotypy RNA, dla prébek natywnych i demetylowanych,
analizuje sdRNA i tRF.

Z opisu wynika, ze prébki byty przygotowane w dwdch powtérzeniach, chociaz w niektérych
przypadkach tylko jedna prébke udato sie zsekwencjonowac?. Nie jest jasne czy dane i wyniki na
wykresach, w tabelach, na diagramach sa pokazywane dla jednego z powtdrzen, zbiorczo?
Brakuje np. PCA by méc oceni¢ powtarzalno$¢ i jako$¢ powtérzer. Jedno powtdrzenie jest
niewystarczajace dla wiarygodnych analiz.

Autorka przedstawia diagramy pokazujace jaka, w danym warunku, czes¢ wykrytych RNA jest
wspdlna dla prébek +/- demetylacja. Nastepnie autorka kataloguje wybrane zidentyfikowane w
sekwencjonowaniu sdRNA i tRF. W rezultacie powstaje zestawienie rancRNA asocjujace z
rybosomem (I) tylko w czasie stresu gtodu cukrowego, (ll) tylko w odpowiedzi na stres
hiperosmotyczny, (I1l) w czasie obu typow stresu. Autorka na biezaco dyskutuje kazde z opisanych
rancRNA.

Autorka konczy rozprawe Wnioskami gdzie zestawia wyniki i odkrycia dla podjednostek,
monosomow i polisoméw.

Dodatkowy komentarz merytoryczny:.

Brakuje typowej dyskusji, autorka omawia wyniki na biezagco w kontekscie wiedzy literaturowej,
ale brakuje szerszego kontekstu uzyskanych wynikéw w odniesieniu do obecnego stanu wiedzy
na badany temat.
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Komorki S. cerevisiae sa znane z tego, ze mozna uzyskaé duze wzbogacenie frakcji polisomow.
W wynikach prezentowanych w niniejszej pracy polisomy komérek hodowanych w warunkach
optymalnych sg ‘niskie’. Czy rybosomy byty ‘zamrazane’ przed zbieraniem komérek? Komorki
byty zbierane poprzez wirowanie. Czy hodowle byty szybko chtodzone by utrwali¢ polisomy?
Czy filtrowanie komérek w temperaturze ich wzrostu nie bytoby odpowiedniejsze dla
zachowania polisomow?

Jak byto przygotowane medium o wysokim pH, czy na pewno przez dodatek kwasu solnego?
(str 30). Uktad dla stresu anaerobowego nie wydaje sie by¢ efektywny.

Dlaczego gradienty byty przechowywane przez noc?

Na Rys 8, probka K3 rdzni sie od pozostatych, jaka jest tego przyczyna i czy prdbka byta
wykorzystana do dalszych analiz?

Rys 12, Zel przedstawiajacy czyszczone biatko AlkB i mutanta tego biatka jest bardzo
niewyrazny. Jaki jest szacowany procent czystosci biatek? Czy zanieczyszczenia nie
przeszkadzaja w dalszych analizach? Czy w czasie oczyszczania byto dodatkowy etap po elucji
biatka ze ztoza niklowego? Czy byt wymieniany bufor po elucji?

Dlaczego liczby odczytéw (Tab 6) sg tak bardzo rézne dla poszczegdlnych probek? Czy przy
multiplexowaniu (o ile byto, brakuje informacji jak przygotowano biblioteki) nie byto
normalizacji dla prébek?

Pojawiaja sie stwierdzenia o akumulacji pewnych fragmentéw np. w warunkach natywnych
(- AlkB) ale jednoczesnym braku czasteczek po demetylacji. Jaki jest powdd znikania tych RNA
po demetylacji? (przyktadowo str 77). Czy mozna uznawac takie wyniki za wiarygodne?

Czy byta sprawdzana aktywnos$¢ nukleazowa oczyszczonego biatka? Na zamieszczonym zelu
widac wiele zanieczyszczen innymi biatkami.

Czy sekwencjonowanie ‘direct RNA sequencing’ technika Oxford Nanopore miataby szanse
zadziata¢ w przypadku sekwencjonowania tRNA i fragmentow tRNA?

W wielu miejscach uzywana jest fraza ‘ilos¢ odczytéw’, odczyty sg podliczane i mozna okreslac
ich liczbe.

W tekscie jest wiele literéwek i spolszczen wyrazéw angielskich jak np. translatowac.

Przedtozona mi do oceny prace oceniam minimalne pozytywnie. Badania do doktoratu opierajg

sie wtasciwie na jednym eksperymencie. Ta praca to swoisty katalog fragmentéw RNA wykrytych
w sekwencjonowaniu, ale brakuje opisu roli biologicznej tych czasteczek. Nie ma zadnych
dodatkowych eksperymentéw walidujgcych wyniki.
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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.) oraz w
Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca
2025 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN i dopuszczenie mgr
Anny Wasilewskiej-Burczyk do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Dr hab. Agata Starosta, prof. IBB PAN
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