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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marianny Plucinskiej-Jankowskiej

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Marianny Plucinskiej-Jankowskiej,
zatytutowana ,Obliczeniowa analiza struktur drugorzedowych RNA w genomach wirusowych w
oparciu o dane z metod wysokoprzepustowego prébkowania strukturalnego” (ang.
“Computational analysis of RNA secondary structures in viral genomes using high-throughput
probing data”) zostata napisana pod kierunkiem dra hab. Marka Zywickiego, prof. UAM na
Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza.

Temat badawczy rozprawy dotyczy przewidywania struktury drugorzedowej RNA w oparciu o
dane doswiadczalne oparte na wykorzystaniu réznych reagentéw oddziatujgcych z okreslonymi
fragmentami RNA. Autorka rozprawy opracowata uniwersalng metode analizy danych z
wysokoprzepustowego sondowania struktury drugorzedowej RNA oraz metode poréwnywania
alternatywnych struktur drugorzedowych RNA. Nastepnie zastosowata opracowane metody do
analizy danych z sondowania struktury RNA wiruséw Zika. Zidentyfikowata motywy RNA
zachowane pomiedzy réznymi izolatami, dokonata analizy struktur alternatywnych RNA i
poréwnata je ze strukturami modelowymi i ze strukturg RNA wirusa Dengi.

W rozprawie mgr Marianna Plucinska-Jankowska przedstawita dwie nowe metody obliczeniowe:
probNORM i rnaCARD. Pierwsza z metod stuzy do analizy danych z wysokoprzepustowych
doswiadczen okreslania struktury drugorzedowej RNA. W metodzie obliczana jest reaktywnos¢
pojedynczych nukleotyddw na podstawie skorygowanego rozktadu sygnatu w prébce kontrolnej.
Drugi program, rnaCARD, zostat opracowany do poréwnywania alternatywnych struktur
drugorzedowych RNA, umozliwiajac okreslenie ich podobienstw na podstawie reprezentacji w
notacji abstrakcyjnych ksztattéw RNA. Te dwa programy zostaty nastepnie zastosowane do
przeprowadzenia kompleksowej analizy drugorzedowych struktur RNA regionéw UTR wirusa
Zika. Na podstawie sygnatdow reaktywnosci obliczonych za pomocg programu probNORM,
autorka wyznaczyta struktury drugorzedowe RNA czterech izolatdéw wirusa Zika, i nastepnie przy
uzyciu rnaCARD zidentyfikowata ich nowe cechy strukturalne.

ul. Banacha 2c, 02-097 Warszawa
tel.: 22 5543600, 22 5543603
e-mail: sekretariat@cent.uw.edu.pl



Praca doktorska mgr Plucinskiej-Jankowskiej jest napisana w formie petnej rozprawy, ale czes¢
wynikéw zostata juz opublikowana. Pani Plucinska-Jankowska jest wspdétautorka artykutu w Int J
Mol Sci opublikowanego w roku 2023, a takze pierwszym autorem publikacji w czasopismie
BioTechnologia opublikowanej w roku 2016. Dwa kolejne manuskrypty dotyczgce tematyki
rozprawy, w ktérych pani Plucinska-Jankowska bedzie pierwszym autorem sg w przygotowaniu.
Pani Plucinska-Jankowska jest tez wspdtautorem dwdch innych artykutéw, we Frontiers in
Pharmacology i w Pharmacogenomics J, ktérych tematyka nie jest Scisle zwigzana z tematyka
rozprawy.

Rozprawa doktorska liczy 130 stron i jest napisana w jezyku angielskim. Ma standardowy uktad i
jest podzielona na szesé gtéwnych rozdziatéw. Bibliografia jest obszerna i zawiera 133 pozycje.

W rozdziale pierwszym zatytutowanym Introduction autorka wprowadza czytelnika w tajniki
struktury drugorzedowej RNA oraz w rézne sposoby zapisu takiej struktury. Opisuje takze ogdlny
proces zwijania sie czgsteczek RNA oraz zalezno$¢ formowania struktury RNA od jondw,
zwitaszcza dwuwartosciowych. Nastepnie autorka wymienia i opisuje metody przewidywania
struktury drugorzedowej RNA, takie jak podejscie oparte na wyznaczaniu struktury
odpowiadajgcej minimum energii swobodnej, metodach poréwnawczych i statystycznych
opartych na prawdopodobienstwie utworzenia par zasad. Po metodach obliczeniowych autorka
przechodzi do opisu metod doswiadczalnych, enzymatycznego i chemicznego sondowania
struktury RNA. Wymienia enzymy i addukty/reagenty stuzgce do tego typu metod. Nastepnie
przechodzi do wysokoprzepustowego prébkowania sekwencji i struktury drugorzedowej RNA dla
wielu czasteczek jednoczesnie i omawia jak w eksperymencie okredli¢, zanalizowaé i
skwantyfikowac¢ sygnat pochodzacy z doswiadczen sondowania RNA. Detekcja sygnatu zostata
bardzo przejrzyscie podsumowana w Tabeli numer 4, w zalezno$ci od prébkujacego odczynnika.

W kolejnym podrozdziale autorka opisuje, jak obliczy¢ tzw. reaktywnos$é dla kazdego nukleotydu
w RNA, aby w petni wykorzystaé dane z doswiadczern sondowania struktury RNA. Taka
reaktywnos¢ odzwierciedla dostepnos¢ danego fragmentu RNA dla czasteczki, ktéra je
sonduje/probkuje. Techniki wysokoprzepustowe opisane we wstepie to: DMS-seq, Mod-Seq,
structure-seq i icSHAPE. Dalej autorka przechodzi do algorytméw przewidujgcych
strukture drugorzedowg RNA, ktére uwzgledniajg dane doswiadczalne, np. reaktywnosci
uzywane jako wiezy. Autorka podkredla, ze potgczenie metod obliczeniowych i doswiadczalnych
jest konieczne, poniewaz doswiadczenia wysokoprzepustowe sgobarczone btedami.
Reaktywnosci sg powigzane z prawdopodobienstwami parowania zasad wedtug rdznych
algorytmow. Ostatnia cze$é¢ wstepu koncentruje sie na aspektach biologicznych i dotyczy
flawiwiruséw. Autorka omawia struktury drugorzedowe fragmentéw 5'UTR i 3'UTR RNA tych
wiruséw oraz drzewo filogenetyczne szczepéw Zika.

Wstep rozprawy prezentuje wysoki poziom merytoryczny i je dobrze napisany. Wiele
podsumowan jest zawartych w Tabelach, co utatwia czytelnikowi szersze spojrzenie na tematyke,
np. Tabela 2 czy Tabela 3. Jakos¢ niektérych rysunkdw nie jest najlepsza. Na przyktad rysunek 4
na stronie 35 powinien by¢ wiekszy.



W rozdziale 2 autorka przedstawia cel rozprawy i cele szczegdétowe. Celem pracy doktorskiej mgr
Marianny Plucinskiej-Jankowskiej byto przeprowadzenie kompleksowej analizy poréwnawczej
struktur drugorzedowych RNA regionéw UTR czterech izolatéw wirusa Zika, aby zidentyfikowac
nowe zachowane motywy strukturalne. Realizacja tego celu wymagata opracowania nowych
narzedzi obliczeniowych oraz uwzglednienia w nich alternatywnych konformacji RNA. Cel ten
zostat przez autorke rozprawy zrealizowany w catosci.

W rozdziale trzecim autorka rozprawy opisuje metody i bazy danych, z ktérych korzystata. Ta
czes¢ jest przedstawiona w zwieztej formie, charakterystycznej dla publikacji naukowych, ale nie
budzi zastrzezen. Jest opisana poprawnie.

Kolejny rozdziat rozprawy to wyniki. Rozdziat ten zostat podzielony na trzy czesci. W pierwszej
czesSci autorka opisuje oprogramowanie probNORM, metode do normalizacji danych
pochodzacych z sondowania RNA. Druga czes$¢ dotyczy oprogramowania rnaCARD, stuzgcego do
poréwnywania struktury drugorzedowej RNA. W trzeciej czesci autorka prezentuje wyniki, w
ktérych zastosowata te metody do analizy struktury drugorzedowej RNA flawiwirusow.

Oprogramowanie probNORM to metoda stuzgca do normalizacji danych pochodzacych z
doswiadczalnego sondowania RNA. Gtdwnym celem metody probNORM jest rozrdznienie
miedzy szumem tta a istotnymi informacjami strukturalnymi w eksperymentach sondowania
RNA. probNORM bierze pod uwage liczbe zatrzyman dziatania enzymu odwrotnej transkryptazy
(RT) lub czestosci mutacji obliczonych dla kazdej pozycji w dwdch prébkach RNA: badanej i
kontrolnej. Opis algorytmu jest szczegdtowy i wspomagany rysunkami. Miejsca zatrzymania
odwrotnej transkrypcji wskazujg na pozycje modyfikacji chemicznych w strukturze RNA, a analiza
tych miejsc zatrzymania pozwala na okreslenie struktury drugorzedowej RNA. Autorka
poréwnuje tez wyniki otrzymane jej programem z wynikami dziatania kilku innych programoéw.
Jej metoda obliczania sygnatu skutecznie eliminuje btagd wynikajgcy z rozktadu odczytéw i
zapobiega niedoszacowaniu reaktywnosci. Pani Plucinska-Jankowska udostepnita takze serwer
internetowy do uruchamiania proobNORM i analizy wynikéw.

Drugim programem, opracowanym przez mgr Plucinska-Jankowska, jest rnaCARD. rnaCARD
umozliwia poréwnanie dwéch alternatywnych struktur RNA, wyszukujgc podobienstwa i réznice
miedzy elementami strukturalnymi. Program umozliwia identyfikacje istotnych przegrupowan w
obrebie struktury drugorzedowej RNA. Ta funkcjonalnos¢ jest szczegdblnie przydatna w badaniach
nad zmiennoscig strukturalng dtugich czasteczek RNA, takich jak wirusowe RNA. Ponadto,
rnaCARD umozliwia automatyczng analize wielu transkryptéw jednoczesnie. Skutecznos¢
rnaCARD zostata potwierdzona poprzez testy na zestawie transkryptéw. Podobnie jak w
przypadku programu probNORM, autorka opracowata takze wersje programu dostepng przez
przeglagdarke internetowa. Dla zapewnienia otwartego dostepu do narzedzi, obydwa programy
zostaty réwniez udostepnione w repozytorium GitHub.

W kolejnej czesci rozdziatu Wyniki, pani Plucinska-Jankowska zastosowata opracowane przez nig
programy do analizy struktur drugorzedowych regionéw 5'- i 3'-UTR genomowego RNA réznych



szczepow wirusow Zika i dengi. Obliczyta reaktywnosci i na ich podstawie przewidziata struktury
drugorzedowe, a takze przeprowadzita analize poréwnawczg tych struktur. Interesowato jg, czy
pewne struktury drugorzedowe mogg koegzystowa¢ w réwnowadze. W tym podrozdziale
brakuje mi podsumowania co do roli biologicznej wynikéw autorki.

Rozdziat 5 to dyskusja wynikdw. Autorka podkresla, ze zaproponowana przez nig metoda i
stworzony program probNORM jest uniwersalny i mozna go stosowaé do danych pochodzgcych z
réznych protokotéw doswiadczalnych. Metoda autorki nie przeszacowuje tta, co skutkuje
lepszym rozréznieniem nukleotyddéw "reaktywnych" od tta. prooNORM stosuje korekte sygnatu z
prébki kontrolnej co pozwala odzyska¢ dodatkowe informacje, ktére bez korekty bytyby
interpretowane jako sygnat tta. Poréwnania z kilkoma innymi metodami wykazaty, ze prooNORM
lepiej rozréznia pomiedzy sparowanymi i niesparowanymi nukleotydami i skala reaktywnosci
umozliwia bezposrednie modelowanie struktury drugorzedowej RNA. Drugi program, rnaCARD,
utatwia pordéwnanie alternatywnych struktur drugorzedowych. W przypadku niektérych
czasteczek RNA, takich jak ryboprzetaczniki, zmiana struktury drugorzedowe;j jest kluczowa dla
funkcji. Ponadto, autorka podkresla, ze analiza poréwnawcza struktury drugorzedowej réznych
izolatéw wirusdw ZIKA i dengi pokazata, ze domena 1 fragmentu 3' UTR wykazuje zmiennosé
pomiedzy izolatami.

Rozdziat 6 to krotkie jednostronicowe podsumowanie. Rozprawe uzupetniajg: bibliografia, lista
rysunkéw i tabel, wykaz skrétéw oraz suplement.

Jezyk angielski rozprawy jest poprawny, jednak autorka nie unikneta drobnych btedéw, gtéwnie
dotyczacych braku przedimkéw. Ze wzgledu na mojg role recenzentki rozprawy, ponizej
przedstawiam kilka z takich drobnych btedéw, nie wptywajgcych jednak na czytelnosé rozprawy.
str. 18. W zdaniu o modyfikacjach w strukturze RNA autorka odwotuje czytelnika do Tabeli 2, ale
w Tabeli 2 na str. 23 nie ma modyfikacji RNA a jedynie enzymy, ktére hydrolizujg RNA.

str. 23, Tabela 2, druga kolumna. Pairing specificity. Tytut tej kolumny powinien raczej brzmiec
specificity, gdyz nie méwimy, ze enzymy parujg z RNA, tylko oddziatujg badz je hydrolizuja.

str. 32 powinno by¢ subtraction introduces noise

str. 39 powinno by¢ thesis encompasses

str. 50 powinno by¢ We observed that mRNAs synthesized in Mn2+-containing MaP buffer
exhibit

str. 52 drugie zdanie od gory nie jest zrozumiate

str. 97 jest literéwka w stowie identified

Czasem brakuje tez kropek po wymienionych cytowaniach artykutéw (np. str 28, 34),

str. 34 ostatnie zdanie, powinno by¢ chyba NS5 a nie N5

Na rysunku 5 str 35, mata petla sHP nie jest podpisana.

str. 56 ostatni paragraf, Rdznice nie sg wyraznie widoczne pomiedzy rysunkiem 15a i 15b.

str. 60 Rysunek 17 i 18, Nie jest dla mnie jasne, dlaczego akurat te czgsteczki RNA byty wziete
jako przyktady. Nie znalaztam takiego wyjasnienia w tekscie.

str. 64 Rysunek 21, w podpisie pod rysunkiem nie ma odniesienia do wykresu d) i e) a za to jest
odniesienie dwa razy do c).



Po przeczytaniu rozprawy jestem ciekawa zdania autorki na ponizsze tematy:

Mam wrazenie, ze w rozprawie stwierdzenie "struktura RNA" jest tozsame ze struktura
drugorzedowg RNA. Nie znalaztam natomiast informacji, ze taka struktura drugorzedowa zwija
sie do struktury trzeciorzedowej i dopiero struktura 3D jest funkcjonalna. Rysunki sg réwniez
dwuwymiarowe. Rozumiem, ze struktura 2D jest istotna, gdyz zwijanie sie RNA jest hierarchiczne
i bez znajomosci struktury 2D nie sposdb przewidzie¢ modeli petnoatomowych. Ale w zwigzku z
tym ciekawa jestem, co autorka sadzi o pseudoweztach. Czy strukture pseudowezta autorka
okreslitaby jako strukture drugo- czy trzeciorzedowa RNA? Jak mozna tego typu struktury
uwzgledni¢ w oprogramowaniu probNORM, czy jest to w ogéle mozliwe z doswiadczen
sondowania RNA i obliczaniu reaktywnosci?

Na stronie 22 autorka stwierdza, ze metody obliczeniowe przewidywania struktury
drugorzedowej RNA majg swoje ograniczenia. Jednym z takich ograniczen sg efekty srodowiska,
takie jak np. oddziatywanie z biatkami czy obecnosé jonéw. Ciekawa jestem, czy istnieje sposdb,
zeby uwzgledni¢ efekt sSrodowiska w metodach przewidywania struktury drugorzedowej RNA. Na
przyktad, czy mozna uwzglednic¢ site jonowa poprzez modyfikacje parametrow modeli, poprzez
moze zmiane sity oddziatywania zasad albo uwzglednienie temperatur topnienia?

Podsumowujac badania mgr Marianny Plucinskiej-Jankowskiej, widoczny jest jej indywidualny
wktad w opracowanie dwdéch programdéw i udostepnienie aplikacji na stronie internetowe;j.
Oprogramowanie zostato przetestowane na RNA izolatéw wirusa Zika i dengi oraz poréwnane z
innymi programami. Uwazam wiec, ze wktad naukowy autorki w badania nad strukturg RNA z
wykorzystaniem danych pochodzgcych z badan doswiadczalnych jest istotny i bedzie uzyteczny
dla innych badaczy. Program probNORM to autorska metoda obliczania i normalizacji sygnatu,
majgca zastosowanie do danych z sondowania struktury RNA z réznych protokotéw. probNORM
jest uniwersalny i dostarcza wartosci reaktywnosci odpowiednie do modelowania struktury RNA.
rnaCARD to metoda do porédwnywania alternatywnych struktur drugorzedowych RNA na
podstawie notacji abstrakcyjnych ksztattéw RNA. Programy probNORM i rnaCARD umozliwiaja
catosciowa analize poréwnawczg struktur drugorzedowych oparta na wysokoprzepustowych
eksperymentach sondowania struktury RNA.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marianny Plucinskiej-Jankowskiej
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza jej wiedze teoretyczng w
dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku
z powyzszym wnosze o dopuszczenie mgr Marianny Plucinskiej-Jankowskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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