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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Wasilewskiej-Burczyk
pt. ,Potencjat regulatorowy krétkich RNA oddziatujacych z rybosomami (rancRNA) w
Saccharomyces cerevisiae w warunkach stresu abiotycznego”,
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Kamilli Grzywacz, prof. ICHB PAN,
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN.

Przedstawiona rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr Anny Wasilewskiej-Burczyk
skupia sig na analizie krétkich niekodujacych RNA zwigzanych z rybosomami, okreslanych
jako rancRNA (ribosome-associated noncoding RNA). Autorka bada dwie kluczowe klasy tych
czgsteczek: fragmenty pochodzace z tRNA (tRF) oraz fragmenty pochodzace z matych
jaderkowych RNA (sdRNA), w warunkach stresu u drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

Celem pracy, jak szczegétowo okreslita Doktorantka, byto przeprowadzenie
identyfikacji i charakterystyki rancRNA u drozdzy w warunkach optymalnych oraz podczas
umiarkowanych streséw abiotycznych. Szczegdtowe cele badawcze pracy obejmowaty: a)
okreslenie ilosci i typédw rancRNA oddziatujacych z poszczegdinymi frakcjami rybosomalnymi;
b) analiz¢ wptywu metylacji RNA na iloéé i typ rancRNA wykrywanych przy uzyciu technik
wysokoprzepustowego sekwencjonowania; c) probg okreslenia funkcji najczesciej
identyfikowanych tRF oraz sdRNA.

Rozdziat ,Wprowadzenie” szczegbtowo nakresla stan wiedzy dotyczacy rybosomaow
oraz rancRNA. Autorka zaczyna od historycznego przegladu odkryé rybosoméw oraz
niekodujgcych RNA, pokazujgc chronologiczny rozwoj wiedzy na temat struktur RNA i ich roli
w komérce. W dalszej czesci Autorka omawia klasyfikacje, budowe oraz biogeneze tRF,
podkreslajgc réznorodno$¢ tych czasteczek oraz znaczenie ich posttranskrypcyjnych
modyfikacji. Autorka opisuje takze mechanizmy powstawania tRF, w tym zalezne od
angiogeniny i enzymu Dicer, oraz wskazuje na zlozonoé procesu zwigzang z udziatem
innych, mniej poznanych endonukleaz. Wprowadzenie obejmuje réwniez funkcjonalne aspekty
tRF, pokazujac ich wptyw zaréwno na hamowanie, jak i stymulacje translacji, oddziatywanie z
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biatkami Piwi, czy regulacje ekspresji genéw na poziomie transkrypcyjnym i
postranskrypcyjnym.

Ponadto, osobny rozdziat wprowadzenia poswiecony jest sdRNA, ich strukturze,
klasyfikacji, biogenezie i funkcjom, podkreélajac zaréwno podobieristwa do mikroRNA, jak i
unikalne cechy regulacyjne tych krérkich RNA. Dodatkowo oméwiony zostat proces
demetylacji RNA, istotny z punktu widzenia wykorzystanej w rozprawie metodyki.

Zauwazytem, ze cytowane sg aktualne zZrodta, ktére dobrze wpisujg sie w kontekst
prowadzonych badan, co $wiadczy o duzej $wiadomosci Doktorantki na temat stanu obecnej
wiedzy naukowej. Szczegétowos¢ opisu mechanizméw biogenezy i funkcji tRF i sdRNA,
wywarta na mnie duze wrazenie i w moim odczuciu $wiadczy o gtebokim zrozumieniu tematyki
przez Autorke.

Rozdziat ,Materiaty i metody” przedstawia klarowny opis technik stosowanych w pracy
doktorskiej, obejmujgc réznorodne metody biologii molekularne;j i bioinformatyki. Rozdziat jest
podzielony logicznie na podrozdziaty obejmujace aparature, odczynniki, zestawy, bufory,
pozywki oraz szczegotowe protokoty procedur eksperymentalnych. Uwazam, ze rozdziat ten
spefnia wszystkie wymagania formalne stawiane pracy doktorskiej na wysokim poziomie
merytorycznym i metodologicznym.

Rozdziat ,Wyniki i dyskusja” stanowi obszerny opis wynikow eksperymentalnych i ich
analizy. Na szczegélne uznanie zastuguje precyzyjne profilowanie polisomowe, ktére
umozliwito ocene wplywu réznych warunkéw stresowych na translacje, mierzonych jako
stosunek polisoméw do monosoméw. Identyfikacja wyraznych zmian aktywnosci translacyjnej,
zwtaszcza w przypadku gtodu cukrowego i promieniowania UV, zostata przedstawiona w
sposdb klarowny. Autorka opisuje réwniez ilosci uzyskanego RNA oraz ocenia jego jakosé
metoda elektroforezy kapilarne. Tu chciatbym zaznaczy¢, ze sama Doktorantka wskazuje na
potencjaine niedoskonatosci rozdziatu frakcji rybosomalnych i proponuje sposoby ich
ulepszenia, co wedtug mnie $wiadczy o jej krytycznym podejsciu do przeprowadzonych badan.
Stanowi to dowdd rzetelnosci | $wiadomosci ograniczen stosowanych metod.

Kolejnym mocnym punktem rozdziatu jest czgS¢ poswigcona demetylacji RNA, gdzie
szczegdtowo opisano procedure z uzyciem enzymow AIkB i AlkB-D135S oraz ocene j€j
skutecznosci za pomocg testu ELISA. Nastepnie, w bardzo rozbudowanej analizie danych
wysokoprzepustowego sekwencjonowania (rancRNA-seq), Doktorantka analizuje ilosé
odczytéw, zmiany w sktadzie frakcji RNA po demetylacji oraz identyfikuje dominujace typy
RNA w poszczegdlnych frakcjach, co stanowi istotny wktad w zrozumienie dynamiki rancRNA.

Nalezy takze podkresli¢, ze Doktorantka bardzo rzetelnie przeprowadzita analize
statystyczna i bioinformatyczna, wskazujac na istotne Zzmiany w poziomie akumulacji réznych
rancRNA miedzy frakcjami oraz warunkami stresowymi i kontrolnymi. Klarowne
przedstawienie wynikéw znaczaco utatwia interpretacje danych i podnosi wartosé naukowg
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wyzwanie dla czytelnosci tej czgsci pracy. W niektorych miejscach pojawia sie wyrazny
nadmiar informacji, zwltaszcza w odniesieniu do diagraméw Venna. Pewne czesci mogtyby by¢
przedstawione bardziej syntetycznie lub w dowolnej formie zgrupowane, co poprawitoby odbiér
catosci i utatwitoby zrozumienie najwazniejszych wynikéw. Krétkie podsumowanie kluczowych
ustalen na koncu kazdej sekcji réwniez moim zdaniem umozliwitoby szybsze wychwycenie
sedna przeprowadzonych analiz. Niemniej jednak uwazam, ze rozdziat ,Wyniki i dyskusja”
prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny, a wyniki uzyskane przez Doktorantke
stanowig wartosciowy wktad w zrozumienie roli krotkich RNA w regulacji translacji w
warunkach stresu i z pewnoscig sg godne publikacji w wysoko punktowanych czasopismach
naukowych.

Rozdziat ,Wnioski” stanowi zwigzte i uporzadkowane podsumowanie najwazniejszych
wynikéw pracy doktorskiej, z wyraznym podziatem na wnioski ogélne oraz szczegotowe. W
czgsci ogolnej Doktorantka przedstawia kluczowe osiggniecia badawcze, w tym identyfikacje
najsilniej asocjujacych z rybosomami rancRNA, poréwnanie wptywu metylacji na te interakcje,
wytypowanie unikatowych czasteczek pojawiajacych sie po demetylacji RNA oraz probe
okreslenia potencjalnych funkcji wybranych rancRNA na podstawie lokalizacji we frakcjach
rybosomalnych. Moje uznanie dla tej czesci za zwiezios¢ i przejrzysto$¢ przekazu. W czesci
szczegotowej wnioski zostaly uporzadkowane zgodnie z analizowanymi frakcjami
rybosomalnymi. Na duzy plus zastuguje bardzo dobra struktura rozdziatu oraz czytelne tabele
(Tab. 35 — 37), ktére w znacznym stopniu utatwiaja identyfikacje poszczegdinych rancRNA i
umozliwiajg szybkie odnalezienie interesujgcych danych.

Ponizej przedstawiam moje uwagi, ktére nasunety sie podczas czytania rozprawy.
Doktorantka moze sig do nich odnie$é, aby zaspokoié moja ciekawosc:

- W pracy wskazata Pani na istotny wptyw demetylacji RNA na identyfikacje rancRNA.
Jakie inne modyfikacji RNA, poza metylacja, mogg réwniez wptywaé na wykrywalnosé tRF
oraz sdRNA? Czy w przesztosci rozwazata Pani ich analize?

- W badaniach zastosowata Pani demetylacje z uzyciem biatek AlkB oraz AIkB-D1 358.
Czy mogtaby Pani wyjasnié wybor akurat tych enzyméw oraz ewentualnie wskazaé
alternatywne metody demetylacji, ktére mogtyby by¢ réwnie lub bardziej efektywne?

- Analizujgc wyniki sekwencjonowania rancRNA, zauwazytem niekiedy duze
rozbieznosci w ilosci odczytéw miedzy replikatami biologicznymi. Jak Pani ocenia wptyw tych
réznic na wiarygodno$¢ uzyskanych danych?

- Dlaczego w swojej pracy zdecydowata sie Pani szczegotowo analizowaé wptyw gtodu
cukrowego i stresu hiperosmotycznego, pomijajac stres UV, ktory wezesniej wspomniata Pani
jako istotny czynnik wptywajgcy na aktywnosé translacyjng? Czy byto to podyktowane
specyfikg uzyskanych danych, czy moze innymi wzgledami eksperymentalnymi?

- Czy uwaza Pani, ze identyfikowane rancRNA mogtyby mie¢ zastosowanie praktyczne
np. jako biomarkery stresu lub cele terapeutyczne w przysztosci?



Z obowigzku recenzenta przedstawiam drobne uwagi redakcyjne, ktére jednak nie
majg wplywu na merytoryczng warto$¢ pracy i nie wymagaja odniesienia sie podczas obrony.
W kilku miejscach pojawiaja sie literowki, jak ,Saccharomyces cerevisiale” zamiast
~Saccharomyces cerevisiae” na stronie 18, czy niekonsekwentne zapisy jednostek, gdzie
brakuje spacji migdzy liczbg a jednostka, np. ,18nt" zamiast ,18 nt". Dodatkowo zauwazytem
brak jednolitego oznaczenia metylacji w indeksach gérnych oraz powtarzajgce sie
przejezyczenie ,stres hiperomotyczny” zamiast ,stres hiperosmotyczny”. Sg to jedynie drobne
kwestie techniczne i, jak wczeéniej zaznaczytem, nie majg one wplywu na wysoka wartosé
merytoryczna rozprawy.

Podsumowujgc, praca doktorska mgr Anny Wasilewskiej-Burczyk wnosi istotny wktad
w poznanie roli rancRNA w regulacji translacji, zwlaszcza w warunkach stresu abiotycznego.
Stanowi cenne zrédto wiedzy i punkt wyjscia dla dalszych badan nad funkcja tych czasteczek
w komérkach eukariotycznych.

Uwazam zatem, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
22018r. 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 na tej podstawie wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr Anny Wasilewskiej-
Burczyk do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

%ML}/\'J‘/D

dr hab. Andonis Karachitos

Poprawnosgé-risznana
Dokument podpisgdy przez Andonis
Karachitos

Data: 2025.06.02718:54:26 CEST



