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L. Problematyka naukowa oraz przedmiot rozprawy

Tematyka rozprawy dotyczy diugich niekodujgcych czgsteczek RNA (ang. long noncoding
RNA, IenRNA). Wiadomo, ze czasteczki te moga uczestniczy¢ w réznych procesach komér-
kowych takich jak transkrypcja, splicing, translacja i inne. Niestety do tej pory zdecydowana
wiekszo§¢ zidentyfikowanych IncRNA nie zostala scharakteryzowana, co znacznie utrudnia
poznanie ich funkcji w organizmach zywych. Fragmenty te nie sg zbyt dobrze zakonserwo-
wane, co powoduje trudno$ci w stosowaniu narzedzi badawczych uzywanych np. do analizy
fragmentéw kodujacych geny. Recenzowana praca dotyczy wiladnie tej problematyki.




II.  Analiza treéci rozprawy oraz uzyskanych wynikow

1. Tres¢ rozprawy

Rozprawa ma charakter krétkiego wprowadzenia oraz cyklu trzech artykutéw opublikowanych
w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR).

Wprowadzenie, liczace 5 stron, zwigzle wprowadza w tematyke badan IncRNA i zwigza-
nych z tym probleméw. Autor omawia tutaj m.in. dlaczego badania tych struktur sa trudne.
Charakteryzuje takze skrétowo zawartoé wybranej bazy danych czasteczek IncRNA pokazu-
jac jak mato informacji o funkcjach mozna w niej znaleZ¢. Ponadto, Doktorant krétko omawia
zawartos¢ trzech publikagji, stanowigcych dalszy cigg rozprawy.

Druga czesc¢ skiada sie z trzech publikacji stanowigcych sedno rozprawy. Prace te to:

Al Bryzghalov O., Szczeéniak M.W., Makatowska 1., Retroposition as a source of antisense
long non-coding RNAs with possible regulatory functions. Acta Biochimica Polonica 2016;
63(4):825-833.

A2 Bryzghalov O., Szczeéniak M.W., Makatowska I, SyntDB: defining orthologues of human
long noncoding RNAs across primates. Nucleic Acids Research 2020, 48(D1):D238-D245.

A3 Bryzghalov O., Makatowska 1., Szczesmiak M.W., IncEvo: automated identification and
conservation study of long noncoding RNAs. BMC Bioinformatics 2021, 22:59.

Praca [A1] dotyczy badania mechanizmu retropozycji prowadzacego do powstawania IncR-
NA. Fragmenty IncRNA powstale w ten sposéb oraz geny, ktére sg ich Zrédtem mogg podlegaé
ekspresji w spos6b skorelowany. W ramach pracy przeprowadzono analize retrokopii oraz ich
gendw rodzicielskich dla niektérych ludzkich gendw. Zbadano takze kwestie konserwacji tych
IncRNA.

Zgodnie z deklaracjy Doktoranta jego wktad w powstanie tej publikacji obejmowat filtro-
wanie i analiz¢ danych bioinformatycznych, analizg literatury, studia przypadkéw oraz wspot-
udzial w przygotowaniu tekstu publikacji. Udziat procentowy zostat oszacowany na 40%. We-
diug bazy Web Of Science praca ta byta cytowana (na dzien sporzadzenia recenzji) 8 razy.
Publikacja ta, podobnie jak pozostate, zostata opracowana w 3-osobowym zespole.

W ramach pracy [A2] opracowano potok umozliwiajacy odkrycie dlugich niekodujacych
fragmentéw RNA u czlowieka oraz 11 innych naczelnych. Wynikiem pracy oprécz tego potoku
jest takze baza danych SyntDB zawierajaca zaréwno znalezione fragmenty RNA jak i informa-
¢je o ich ortologach u innych naczelnych. Baza ta zawiera ok. 78 tys. ludzkich IncRNA oraz
mniejsze, ale takze istotne ilosci takich fragmentéw u innych naczelnych. Informacje o zakon-
serwowaniu niektérych fragmentéw majj istotne znaczenie dla dalszych badan, ktérych celem
moze by¢ odkrycie funkgji, ktére petnig niektére z tych fragmentow.

Udziat Doktoranta w publikacji polegat na: realizagji potoku analitycznego dla konserwagji
ewolucyjnej, analizie danych, przygotowaniu bazy danych oraz wspétpracy przy opracowywa-
niu tekstu. Udziat procentowy Doktoranta szacowany jest na 40%. Wedlug bazy Web Of Science
praca ta byta cytowana (na dzieri sporzadzenia recenzji) 5 razy.

Badania opisane w pracy [A2] mialy swoja kontynuacjg, co zaowocowato publikacja [A3].
Celem tych prac byto opracowanie potoku, ktéry automatyzowatby odkrywanie IncRNA. Do
tego celu wykorzystana zostala technologia Nextflow. Opracowany potok jest przeznaczony do
uruchamiania na zwyklych komputerach oraz w érodowisku chmurowym takim jak np. AWS.

Udziat Doktoranta w publikacji polegat na: rozbudowie i wdrozeniu potoku analitycznego,
testowaniu i optymalizacji tego potoku oraz wspétpracy przy opracowywaniu tekstu artykutu.
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Udzial procentowy Doktoranta w przypadku tej pracy szacowany jest na 70%. Praca ta nie
zostala jeszcze zacytowana (wedtug bazy Web of Science), ale wigze sie to z faktem, ze zostata
ona opublikowana w biezagcym roku.

2. Najwazniejsze wyniki przedstawione w rozprawie

W mojej ocenie pierwszym z gtéwnych osiggnieé rozprawy jest opracowanie potoku umozli-
wiajacego automatyczng detekcje IncRNA. Dzieki wykorzystaniu adnotacji z bazy ENSEMBL
mozliwe jest fatwe poszerzanie zakresu gatunkéw, dla ktérych wyznaczane s te dtugie nieko-
dujace fragmenty RNA. Warte podkreslenia jest to, ze narzedzie to zostato opracowane z wy-
korzystaniem nowoczesnych technologii, moze pracowaé w srodowisku chmurowym i dzieki
temu powinno si¢ dobrze skalowaé.

Drugim z gtéwnych osiggnie¢ rozprawy jest opracowana baza danych zawierajgca informa-
cje o zakonserwowanych IncRNA w genomach ludzkich i innych naczelnych. Zaréwno opra-
cowane narzedzie jak i baza danych dostepna jest publicznie, co pozwala mie¢ nadzieje, ze
w niedlugiej przyszlosci oba zyskajg na popularnoéci i bedg wykorzystywane w badaniach
w réznych osrodkach naukowych.

3. Uwagi merytoryczne

Zasadniczg czeé¢ rozprawy stanowia publikacje, ktére podlegaty juz procesowi recenzji w uzna-
nych czasopismach naukowych. Stad tez trudno o sformutowanie jakich$ zasadniczych uwag
krytycznych. Uwazam, ze zaproponowana metoda wyznaczania IncRNA, jak i uzyskana dzie-
ki niej baza danych sg wartosciowe. Doktorant wykazat si¢ takze umiejetnosciami z zakresu
wykorzystania réznych istniejgcych narzedzi i bibliotek do stworzenia z ich wykorzystaniem
efektywnych potokéw.

Mam jednak pewne mniej istotne spostrzezenia i uwagi:

1. W pracy [A2] znajduje sie stwierdzenie: “We also used gzip compression for transfer-
ring compressible responses and images”. Jesli chodzi o kompresje obrazéw, to gzip nie
jest najlepszym rozwigzaniem. W szczegolnosci, obrazy sg zwykle albo juz w formatach
skompresowanych i nie da sie ich wtedy skompresowa¢ bardziej gzipem, albo tez lepiej
je kompresowa¢ do formatéw powszechnie stosowanych jak PNG, JPEG.

2. Interesujace bytoby sie dowiedzie¢ jaka platforma zostata wykorzystana do uzyskania
wynikéw z Tabeli 1 z pracy [A3]. W szczegblnosci interesujacy jest aspekt jak skuteczne
jest zrownoleglenie oraz jak wyglada skalowanie na wigkszg liczbe maszyn, albo wigksza
liczbe rdzeni. Bytbym wdzigczny za zaprezentowanie jakichs wynikow w trakcie publicz-
nej obrony.

3. W pracy [A3] podkreélana jest waga reprodukowalnosci wynikéw. W pelni sie z tym
zgadzam. Niemniej w praktyce problemem jest czgsto nie tylko to jakie dokladnie wersje
narzedzi zostang wykorzystane. Niestety niektére z narzedzi dziatajg w sposéb niedetr-
ministyczny i przy kolejnych uruchomieniach mogg generowad nieco inne wyniki. Nie
mam wiedzy czy wszystkie stosowane w pracy narzedzia sq deterministyczne (np. Bow-
tie2 ma opcje --non-deterministic, ktére w niektorych zastosowaniach jest rekomen-
dowana), ale jesli mocno podkreéla sie jako zaletg kwestie reprodukowalnosci wynikow,
to warto byloby t¢ kwestie zbada¢, chocby wykonujac potok wielokrotnie i sprawdzajgc
czy uzyskiwane pliki posrednie (oraz koricowe) sg na pewno takie same. Ewentualny
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brak determinizmu nie bytby wada opracowanego potoku a jedynie jego cechg wynikaja-
cq z wykorzystanych komponentéw. Co wigcej, w praktyce niemozno$¢ odtworzenia tych
samych wynikéw bierze sie czasami takze z tego, ze po pewnym czasie dane przechowy-
wane w réznych repozytoriach mogg zosta¢ usuniete. Na to nie ma jednak juz dobrej

rady oprécz zrobienia lokalnych kopii plikéw, na podstawie ktérych stworzono np. baze
SyntDB.

Kwestia, ktéra, w mojej opinii, mogtaby pracg nieco ulepszy¢, to stworzenie obszerniejszego
wprowadzenia. W chwili obecnej to wprowadzenie, przynajmniej dla niespecjalisty jest nieco
zbyt krétkie. Mysle takze, ze lekture ulatwitoby umieszczenie w tekcie rozprawy zalacznikéw
artykuléw. W szczegélnosci mam tutaj na mysli zatacznik do pracy [A3], do ktérego w tek-
scie artykutu sa odwotania i ktéry zawiera interesujace tresci. Jego zawartos¢ jest oczywiscie
dostgpna on-line, ale dla kompletnosci mogtby on zosta¢ wydrukowany i zatgczony.

4. Uwagi redakcyjne

Rozprawa zostata ztozona dos¢ starannie. W tekécie wprowadzenia nie zauwazylem istotnych
bied6w. Jedyng drobng uwage miatbym do skfadu bibliografii, ktéry jest niespdjny i sprawia
wrazenie niedopracowanego.

5. Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa sktada si¢ w przewazajacej czgsci z artykuléw opublikowa-
nych w prestizowych czasopismach indeksowanych w bazie JCR. Prace te byly opracowywane
w zespole skiadajacym z 3 oséb, przy czym zawsze Doktorant byl pierwszym autorem i jego
wkiad wynosit od 40% do 70%. Tematyka pracy dotyczy problematyki znajdowania dtugich
niekodujgcych RNA. Prace uwazam za ambitng. Badania eksperymentalne byly wszechstronne
i z pewnoscia czasochtonne. Pozytywnie oceniam opracowane narzedzia. Doktorant wykazat
si¢ dobrymi umiejetnosciami tworzenia potokéw z wykorzystaniem wspotczesnych narzedzi.

Mimo drobnych niedociggnie¢, o ktérych wspominam w recenz;jj, prace oceniam wysoko.
Na zakoriczenie dodam, ze cho¢ nie uwazam, aby wskazniki bibliometryczne byly istotne na
tak wezesnym etapie kariery naukowej, to jednak wobec faktu, Ze s3 one wyrdzniajace, to je
przytoczg. Baza Web of Science zawiera 4 prace, ktérych wspétautorem jest Doktorant. Prace
te byly cytowane 13 razy (12 bez autocytowan) a indeks Hirscha Doktoranta wynosi 2.




III. Konkluzja

Rozprawa doktorska mgra Oleksiia Bryzghalova zawiera oryginalne i interesujace wyniki na-
ukowe dotyczace wyznaczania diugich niekodujgcych fragmentéw RNA. Wykazuje réwniez
duzq ogolng wiedzg¢ Doktoranta w dyscyplinie biotechnologia i $wiadczy o umiejetnosci samo-
dzielnego prowadzenia pracy naukowej. Zawarte w recenzji uwagi krytyczne nie wplywajg na
mojg 0g6lng bardzo dobra oceng rozprawy. Uwazam, ze zostaly spelnione wymagania stawia-
ne rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku. Wnosze zatem o dopuszczenie wspomnianej
rozprawy do publicznej obrony.

Ponadto, biorac pod uwage wysokg jakogé uzyskanych wynikéw oraz fakt, iz rezultaty
prac zostaly juz opublikowane w kilku artykutach w renomowanych czasopismach naukowych
WNosze 0 wyrdznienie pracy.

Sede. Des




