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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Wasilewskiej-Burczyk pt. ,Potencjat regulatorowy
krétkich RNA oddziatujgcych z rybosomami (rancRNA) w Saccharomyces cerevisiae w warunkach

stresu abiotycznego”

Krotkie fragmenty RNA powstajace w wyniki fragmentacji niekodujacych funkcjonalnych RNA
przez dtugi czas byly traktowane wylacznie jako produkty degradacji lub artefakty do§wiadczalne.
Dopiero od niedawna pojawiaja si¢ doniesienia sugerujace, ze moga petni¢ wazne role w regulacji
funkcjonowania komorek, w szczegdlnosci na poziomie kontroli translacji. Pojawiajace si¢ w
literaturze doniesienia sg przewaznie fragmentaryczne i ograniczajg si¢ do opisania pojedynczych
czasteczek tego typu. W recenzowanej pracy Doktorantka podjeta si¢ kompleksowego
scharakteryzowania krotkich RNA pochodzacych z fragmentacji tRNA i snoRNA za pomocg technik
sekwencjonowania wysokoprzepustowego i zbadania ich asocjacji z r6znymi frakcjami rybosomow
i ich podjednostek w warunkach normalnych i w stresie, na ktory komorki reaguja zmianami w
syntezie bialek. Praca spelnia zatem najwazniejsze kryterium stawiane nie tylko przed rozprawami
doktorskimi, ale przed kazdym przedsiewzigciem badawczym — podejmuje si¢ rozwigzania naprawde
istotnego poznawczo problemu naukowego. Opisane w rozprawie badania maja, cz¢sto spotykany
we wspotczesnej genomice, charakter opisowy (podejécie opisywane angielskim terminem data-
driven), gdzie gtownym celem jest zebranie kompleksowych danych i poddanie ich analizie, bez
szczegdtowych hipotez wstepnych. Tego typu projekty stanowig wazny element wspolczesnej nauki,
a uzyskane w nich wyniki czgsto stuza do kolejnych, bardziej juz szczegdétowych i ukierunkowanych
analiz.

Praca ma forme¢ tradycyjnej rozprawy i przedstawia wyniki, ktore zostaly czgsciowo
opublikowane. Rozprawa zawiera elementy wymagane od tego typu tekstow, w tym streszczenia w
jezyku polskim i angielskim i spelnia wszystkie wymogi formalne. Rozprawa zostata przygotowana
starannie 1 $wiadczy o opanowaniu przez Doktorantk¢ umiej¢tnosci prowadzenia pracy naukowej,
analizowania uzyskanych wynikow i prezentowania ich w formie pisemnej. Jak w kazdym ztozonym

tekscie, tak 1 tu nie udato si¢ unikngé pewnej liczby niedociagnig¢¢ technicznych lub edytorskich, w
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wiekszosci jednak nie wptywaja one znaczaco na odbidr pracy (uwagi majace potencjalnie znaczenie
merytoryczne przedstawi¢ w dalszej czg$ci recenzji).

Praca rozpoczyna si¢ od bardzo zwiezlego wstepu wprowadzajacego czytelnika w zagadnienia
krétkich RNA 1 ich asocjacji z rybosomami. Zwiezlo$¢ wstepu jest zrozumiata biorgc pod uwage to,
ze bardzo duza ilo$¢ wynikéw, ktére nalezato zaprezentowaé powoduje, ze rozprawa i tak jest
obszerna, a informacje zawarte w tej czesci pozwalaja stwierdzi¢, ze Doktorantka posiada wymagang
wiedze teoretycznag w bedacej przedmiotem rozprawy dziedzinie. Mam jednak wrazenie, ze
rozbudowanie wstepu o pewne dodatkowe informacje utatwitoby interpretacje przedstawianych w
dalszej czgsci rozprawy wynikow. Warto na przyklad by wspomnie¢ o dobrze poznanych
mechanizmach odpowiedzi komoérek drozdzy na zastosowane w czes$ci eksperymentalnej stresy
abiotyczne: gtdd cukrowy i stres hiperosmotyczny (odpowiednio, szlaki TOR i HOG), zwtaszcza w
aspektach zwigzanych z regulacja translacji. Gdy Doktorantka we wstepie pisze o roli biatka Dicer w
biogenezie tRF (s. 17) albo o interakcjach tRF z biatkami Piwi (s. 19), nie wspomina, ze w badanych
przez nig komoérkach S. cerevisiae bialka te akurat nie wystepuja. Biatka te sg zreszta tez
przywoltywane przy opisie i interpretacji wynikow (na s. 46), nadal bez jasnego podkreslenia, ze nie
wystepuja w wybranym do projektu organizmie modelowym.

Lekture dalszej czesci pracy bardzo utatwitoby tez bardziej doglebne omowienie we wstepie
niektorych waznych w tym konteks$cie kwestii wigzacych metylacje i degradacje RNA. Przyktadowo,
mechanizm przegrupowania Dimrotha, wspomniany dopiero na s. 84, znaczenie preferencji biatek
AlkB wobec konkretnych typéw metylacji (na s. 93), czy mozliwa rola AlkB w cigciu RNA (s. 1151
121) sa to zagadnienia, ktorych wezesniejsze omowienie bardzo utatwitoby zrozumienie praktycznie
wszystkich wynikéw, a wspomniano o nich dopiero w czesci ,,Wyniki i dyskusja”, i to dopiero w
dalszych sekcjach. W czg$ci prezentujacej cele pracy na s. 24 wspomniano jedynie, ze demetylacja
za pomoca AlkB powinna utatwia¢ wykrywanie zmodyfikowanych RNA i prowadzi¢ do wzrostu
liczby odczytow. Tymczasem w wynikach od poczatku pojawia si¢ wiele sytuacji, kiedy liczba
odczytow po demetylacji malata, a mozliwe wyjasnienia tego efektu (wspomniane powyzej)
pojawiaja sie¢ w teks$cie rozprawy znacznie pdznie;j.

Rozdzial ,,Materiaty i Metody” jest obszerny i szczegdélowo przedstawia wszystkie informacje
niezbedne do oceny poprawnosci metod eksperymentalnych i ewentualnej replikacji uzyskanych
wynikow. Stosunkowo mato szczegdétowa jest jedynie czg$¢ dotyczaca sekwencjonowania i
bioinformatycznych metod opracowania jego wynikéw (zapewne dlatego, ze realizowane byly
komercyjnie lub we wspodlpracy). Zabraklo tez omoOwienia zastosowanych metod i testow

statystycznych.



Najobszerniejsza czg¢$¢ pracy stanowia potaczone w jeden rozdzial wyniki i dyskusja. Taki sposob
prezentowania wynikow jest czesto spotykany w projektach polegajacych na wielkoskalowych
analizach, ktorych gléwnym celem jest stworzenie kompleksowego obrazu zachodzacych zjawisk.
Trudno w takiej sytuacji oddzieli¢ wyniki od ich interpretacji i dyskusji, podj¢ta przez Doktorantke
decyzj¢ uznaje zatem za uzasadniona.

W opisanych w rozprawie badaniach Doktorantka przeanalizowala krotkie RNA we frakeji
wolnej, zwigzanej z podjednostkami rybosomu, monosomami oraz polisomami. Wszystkie badania
prowadzone byly w dwoch powtorzeniach biologicznych w warunkach optymalnych, stresu gltodu
cukrowego oraz stresu hiperosmotycznego. Dodatkowo kazda frakcja RNA sekwencjonowana byta
w postaci natywnej i po dziataniu demetylaza AlkB. Oznacza to wykonanie ogromnej pracy i
zgromadzenie duzej ilo$ci bardzo wartosciowych danych. Uzyskane w toku tej pracy informacje
stanowig niestychanie cenny materiat, ktory nie tylko postuzyt do opracowania jednej publikacji, ale
— jestem przekonany — bedzie jeszcze dlugo stuzyt do dalszych analiz i planowania kolejnych, juz
ukierunkowanych na konkretne RNA doswiadczen. Nie mam wigc zadnych watpliwosci co do tego,
ze Doktorantka zaprezentowata oryginalne rozwigzanie istotnego problemu badawczego, wykazujac
si¢ przy tym umiejetnosciag prowadzenia badan naukowych i wiedza teoretyczng.

Skala opisanych w rozprawie doswiadczen i analiz, a zwlaszcza duza liczba zmiennych (r6zne
warunki hodowli, rézne frakcje rybosomédw, dziatanie AlkB) powoduje, ze analiza i interpretacja
wynikow stanowi powazne wyzwanie. W znacznej mierze Doktorantce udalo si¢ temu wyzwaniu
podotaé, co po raz kolejny potwierdza jej umiejetnosci i wiedze. W niektorych momentach, zwlaszcza
w czeSciach dotyczacych przedstawienia i interpretacji wynikow, pojawiaja si¢ jednak pewne
watpliwosci, ktore omawiam ponizej. Nie wptywaja one negatywnie na wysoce pozytywng ocene
recenzowanej pracy, stanowig raczej wyraz tego, ze uzyskane wyniki sg na tyle interesujace, ze
zachecaja do dyskusji 1 poszukiwania poglebionych wyjasnien. To wlasnie niedostatek takich
poglebionych wyjasnien i modeli jest gldwnym mankamentem pracy. Stanowiacy jej gtowna czesé
rozdziat ,,Wyniki i dyskusja” to w przewazajacej czgsci opis kolejnych RNA, ktorych udziat w danej
frakcji w danych warunkach si¢ zmienia, co czyni go dosy¢ trudnym w odbiorze, choé zarazem
bardzo cennym jako material do dalszych analiz. Pojawiajace si¢ niekiedy hipotezy i modele
biologiczne (np. na s. 84 albo na s. 92) sg bardzo interesujace, ale rozproszone w dlugim tekscie,
podczas gdy powinny by¢ zebrane razem w czesci ,, Wnioski”, ktéra jednak zasadniczo ogranicza
si¢ do zbiorczego przedstawienia najwazniejszych zmian. Nie umniejsza to znaczaco warto$ci
naukowej uzyskanych wynikéw, ale utrudnia lekture.

W pierwszym eksperymencie Doktorantka wykonata profilowanie polisomowe drozdzy

hodowanych w réznych warunkach stresowych i wybrala stres gltodu cukrowego, ktéry znaczaco



zaburza og6lny obraz translacji, i stres hiperosomotyczny, ktéry z kolei w niewielkim stopniu wptywa
na aktywno$¢ syntezy biatek. To bardzo dobry i logiczny wybor, ktory §wiadczy o opanowaniu przez
nig sztuki planowania eksperymentéw. Trochg tylko (jak juz wspomniatem przy omawianiu wstepu),
brakuje tu dyskusji, np. odnoszacej si¢ np. do tego, co wiadomo o szlaku TOR i jego roli w regulacji
biosyntezy rybosoméw. Z drozdzy hodowanych w wybranych warunkach przygotowano
odpowiednie preparaty réznych frakceji krotkich RNA wolnych i zasocjowanych z rybosomami.

W dalszej cze$ci Doktorantka uzyskata rekombinowane biatka AlkB w wariancie dzikim i z
podstawieniem D135S. Wydajno$¢ demetylacji zostata potwierdzona odpowiednim oznaczeniem, a
nastgpnie zweryfikowano jakos$¢ poddanych tej reakcji RNA. W tym miejscu mam jedng uwage —
Rys. 14-19 przedstawiajg rozktad dtugosci wyizolowanych krétkich RNA po demetylacji, a Rys. 20-
21 ich obraz elektroforetyczny. Interpretacj¢ tych danych utrudnia to, ze w pracy nie ma
analogicznych wykresow 1 obrazéw krotkich RNA przed demetylacja, sa tylko obrazy
elektroforetyczne catego RNA przed izolacja krotkich RNA (Rys. 8-10) i przyktadowy zel PAA
przedstawiajacy rozdziat wzgledem wielkosci. Nie da si¢ zatem poréwna¢ RNA uzytych do
konstrukeji bibliotek sekwencyjnych przed i po demetylacji i oceni¢ ewentualnych zmian zwigzanych
Z tg procedura.

Analiza liczby zmapowanych odczytow wykazala, ze demetylacja nie wptyng¢ta istotnie na
globalng wydajnos¢ sekwencjonowania. W tym miejscu mam ogolne pytanie odnoszace si¢ do catosci
pracy. W ,,Materiatach i metodach” Doktorantka pisze, ze przy mapowaniu odczytow z bibliotek nie
poddanych demetylacji dopuszczano niewielka liczbe niedopasowan, za$ dla odczytow z bibliotek po
demetylacji wymagano pelnego dopasowania. W kontek$cie tego, ze w wielu szczegoétowych
analizach omawianych w dalszej czesci pracy zaobserwowano spadki liczby odczytow w probie
poddanej demetylacji w poroOwnaniu z wyj$ciowa zastanawiam si¢, czy nie jest to podejscie zbyt
restrykcyjne. W RNA poddanych demetylacji (zwlaszcza pochodzacych z tRNA) moga wciaz
znajdowac si¢ zmodyfikowane zasady, ktore nie sg substratem AlkB, ale wcigz moga skutkowaé
btgdami w odczytach. Czy przyjecie w analizie podobnej tolerancji niedopasowan dla wszystkich
sekwencjonowan, niezaleznie od AlkB, znaczaco zmieni wyniki?

Do opisanej w sekcji 4.4.2 analizy ilosci podtypow RNA w wynikach sekwencjonowania mam
nastepujaca uwage. W catym tekscie tej sekcji uzyte sa sformutowania takie, jak ,,obserwowano
przewage rRNA nad tRNA” czy ,tRNA stanowilo najwigksza frakcje”. Tymczasem z opisu
eksperymentu wynika, ze tak naprawd¢ nie bylo tam (przynajmniej nie w znaczacych ilo$ciach)
czasteczek rRNA, mRNA czy tRNA, a tylko ich krotkie fragmenty. Brakuje mi tez proby dyskusji
obserwowanych roznic — dlaczego np. we frakcji monosomoéw dominujg fragmenty pochodzace od

rRNA, podczas gdy we frakcji podjednostek ogromng wickszo$¢ stanowiag pochodne tRNA?



Przedstawiajac ogdlne zmiany zawartosci tRF 1 sdRNA w wynikach sekwencjonowania (sekcja
4.4.3.1, s. 57) Doktorantka podaje wartosci liczbowe i odchylenia z doktadno$cig do dwoch miejsc
po przecinku (np. 93,89% + 1,98%). Czy liczba powtdrzen i zastosowane (a nie opisane explicite)
metody statystyczne pozwalaja na taka precyzje? Czy spadki i wzrosty rzedu kilku % maja tu
znaczenie biologiczne?

Opisujac w poczatkowej czesci rozprawy Cele pracy, Doktorantka sugerowala, ze demetylacja za
pomoca AlkB zwigkszy wykrywalno§¢ modyfikowanych RNA. W zwiazku z tym, obserwacje takie
jak tana s. 58, ze zawartos¢ sdRNA jest wicksza w bibliotekach AlkB- wymagaja cho¢by krotkiego
komentarza (tu wyjasnieniem by¢ moze jest to, ze gdy wzrasta udzial odczytdw z innych, silniej
zmodyfikowanych klas RNA, to % udzialu tych mniej zmodyfikowanych spada). Podobnie,
obserwacje (Diag. 1-6) licznych indywidualnych typow, zarowno tRF jak i sdRNA, ktore wystepuja
w bibliotekach AlkB- i zanikaja po demetylacji wymaga jakiego$ wyjasnienia. Tymczasem
wspomniane (s. 65) jest jedynie to, ze ich liczba po demetylacji ogolnie rosnie, a ewentualne hipotezy
probujace taki efekt wyjasni¢ pojawiaja si¢ dopiero w kolejnych sekcjach pracy (np. na s. 73, a
bardziej szczegotowo dopiero duzo dalej na s. 93, 115 i 121). Drobna uwaga techniczna — jaki jest
sens stosowania odrebnej numeracji dla diagraméw Venna, ktore sa rodzajem wykresu (a i diagramy,
1 wykresy sg rysunkami)?

W dalszych czgéciach pracy szczegotowo analizowane sg zmiany pozioméw sdRNA i tRF w
poszczegolnych frakcjach rybosomoéw w réznych warunkach. Jak juz wspomnialem, ta cze$¢ pracy
to niezwykle cenny zasob zawierajacy ogromng ilo§¢ danych, na podstawie ktorych bedzie mozna
zaplanowa¢ wiele kolejnych analiz i do$wiadczen. Jestem przekonany, ze dane te znaczaco
przyczynia si¢ do postepéw w badaniach nad rolg sdRNA i tRF w regulacji translacji. Wigekszo$¢
uwag i pytan, jakie nasunety mi si¢ podczas lektury tej sekcji rozprawy dotyczy wszystkich jej czesci,
dotyczacych réznych frakcji rybosomowych.

Na s. 67 (i dalsze podobne) pojawia si¢ sformutowanie ,,... wykazujace istotne statystycznie
zmiany ...”. Jaka metoda obliczana byla istotno$¢ statystyczna (warto$¢ p)? — brak opisu w
,,Materiatach i metodach”.

W tytule Tab. 8 (i kolejnych tego typu az do Tab. 32) uzyto sformutowania ,,... wykazujace
najwigksza akumulacje w bibliotekach z hodowli w stresie w stosunku do warunkéow optymalnych
...”, tymczasem w tabelach sg takze (w niektorych w wigkszosci) takie RNA, dla ktorych liczba
odczytow w stresie spada w poréwnaniu z kontrolg w warunkach optymalnych (co jest zauwazone w
tekscie, ale przeczy podpisowi tabeli). Uwaga techniczna — dlaczego w Tab. 8 kolejnos$¢ kolumn

kontroli 1 warunkow stresowych jest inna, niz w Tab. 9 i dalszych?



Na Rys. 27 i pozostatych rysunkach przedstawiajacych mapy cieplne liczba odczytéw we frakcji
wolnego RNA przedstawiona jest jako ,,poziom ekspresji”. Nie jestem przekonany, czy jest to
uzasadnione. Poziomem ekspresji raczej jest suma odczytéw z frakcji wolnej 1 wszystkich frakcji
zasocjowanych, tym bardziej, ze zdarzaja si¢ sytuacje, w ktorych dana czasteczka nie wystepuje we
frakcji wolnego RNA (np. na s. 135 snR35(184-204)), a jej poziom ekspresji nie wynosi przeciez 0.
Mapy cieplne s3 tez zwyczajowo sposobem wizualizacji zmian, czyli poziomow wzglednych, a w
rozprawie wykorzystano je do przedstawienia bezwzglednych liczb odczytow. Moim zdaniem
bardziej czytelne byloby przedstawienie na nich ilorazu stres/kontrola (tzw. fold-change), opcjonalnie
jako logarytmu (wartosci ujemne oznaczaja wtedy spadek poziomu, a dodatnie — wzrost). To samo
dotyczy wykresow takich, jak Wyk. 3 (s. 72) i dalsze podobne, tym bardziej, ze zastosowana
kolejnos¢ zmusza do poréwnywania wysokosci odlegltych od siebie stupkéw przy analizie zmian
migdzy kontrolg a warunkami stresu. I wreszcie drobna uwaga jezykowa — odczyty NGS sg z natury
policzalne, wiec raczej nalezy uzywac stowa ,,liczba” a nie ,,ilos¢”.

Na s. 72 w teks$cie pojawia si¢ zdanie ,,Na Rysunku 28 umieszczono struktury drugorzedowe
sdRNA wykazujacych najwyzsza asocjacje do podjednostek rybosomalnych w stresie glodu
cukrowego w porownaniu do warunkéw optymalnych.” Tymczasem na Rys. 28 znajduja si¢ struktury
snR190(-2-21) 1 snR190(170-192), dla ktorych na Wyk. 3 i w Tab. 8 obserwujemy spadek liczby
odczytow w bibliotekach z warunkéw stresowych w pordwnaniu z kontrolg. Podobnie, na s. 73
znajdujemy dwa kolejne zdania ze sprzeczng informacja: ,,W warunkach gtodu cukrowego we frakcji
podjednostek rybosomowych zaobserwowano wysoki poziom akumulacji snR190 (-2-21) i snR128
(105-124). Fakt, ze poziom akumulacji obu tych sdRNA byl nizszy w warunkach stresu [...]”
(podkreslenia moje).

Na s. 81 znajduje si¢ ciekawa przyktadowa proba interpretacji biologicznej ,,Moze to wskazywac
na rol¢ tych sdRNA w kontroli sktadania rybosoméw w warunkach optymalnych.” — czy mozna tu
rozroznié, czy rolg w kontroli sktadania rybosomoéw odgrywa sdRNA, czy jego pelny prekursor —
snoRNA? Jezeli w tych warunkach wzrasta poziom prekursora snoRNA, to wzro$nie tez poziom
fragmentu sdRNA.

Na s. 90 pojawia si¢ przy dyskusji jednego z wynikow odniesienie do wigzania si¢ tRF z biatkami
Ago (w komorkach jedwabnika). Informacja, ze u S. cerevisiae nie wystepuja biatka Ago pojawia si¢
dopiero na s. 108, przy okazji dyskusji po§wigconej juz innej czasteczce tRF.

Analiza na s. 99 po$wiecona jest czasteczkom sdRNA, tymczasem jedno ze zdan rozpoczyna si¢
od ,,Oba tRF zostaly wykryte ...”.

Tego typu niezrecznosci sg nieuniknione w tak obszernym i trudnym tek$cie, opisujacym bardzo

ztozone wielowymiarowe analizy poréwnawcze. Ich obecno$¢ nie wplywa na ogolnie bardzo wysoka



ocen¢ wartosci naukowej zaprezentowanych w rozprawie wynikdw i ogromu pracy wykonanej przez
Doktorantke.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Anny
Wasilewskiej-Burczyk pt. ,,Potencjat regulatorowy kréotkich RNA oddzialujacych z rybosomami
(rancRNA) w Saccharomyces cerevisiae w warunkach stresu abiotycznego™ stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu naukowego i potwierdza ogo6lng wiedzg teoretyczng Kandydatki oraz
umiejetno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Do rozprawy doktorskiej dotaczone
zostaly streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Na tej podstawie stwierdzam, ze przedstawiona
do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. 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 wnioskuj¢ do
Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Anny Wasilewskiej-

Burczyk do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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