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1. Problem badawczy i jego znaczenie

Praca doktorska Pani mgr Joanny Miskiewicz zostata wykonana w Instytucie Informatyki Politechniki
Poznanskiej pod opieka naukowag prof. dr hab. Marty Szachniuk. Rozprawa poswigcona jest
bioinformatycznym metodom badania motywow strukturalnych wystepujacych w czasteczkach
kwasow rybonukleinowych (RNA) i zostala oparta na zbiorze artykulow o charakterze naukowym.
W sktad tego zbioru wchodza cztery prace badawcze ijedna praca o charakterze przegladowym,
wszystkie opublikowane w czasopismach z tzw. listy JCR (ang. Journal Citation Reports), popularnie
nazywanej listg filadelfijska. Szdsta praca, opisujaca stworzenie bazy danych ONQUADRO, zostata
opublikowana po ztozeniu rozprawy doktorskiej.

W swojej rozprawie doktorskiej Pani Joanna Miskiewicz koncentruje si¢ na dwoch problemach
badawczych: (i) analizie motywow strukturalnych wystepujacych w prekursorach matych
regulatorowych RNA, mikroRNA (miRNA), w szczegdlnosci w kontekscie oddziatywania tych
prekursoréw z biatkami powigzanymi z procesem biogenezy miRNA oraz (ii) szeroko pojetej analizie
bioinformatycznej motywow kwadrupleksowych wystepujacych w czasteczkach RNA.

Czasteczki miRNA to grupa matych regulatorowych RNA pelnigcych istotng role w procesie
regulacji ekspresji genow. Kanoniczna $ciezka biogenezy miRNA obejmuje transkrypcje, zazwyczaj
przy udziale polimerazy 1l RNA, oraz nastgpujace po sobie cigcia prekursorow przez rybonukleazy
nalezace do rodziny rybonukleaz III (RNaz III), tj. enzymow katalizujacych cigcie w dwuniciowych
rejonach czasteczek RNA. W przypadku zwierzat kanoniczna Sciezka biogenezy miRNA przebiega
z udziatem dwoch RNaz I11: Drosha i Dicer. U roslin proces ten katalizowany jest przez biatka typu
Dicer (DCL, ang. Dicer-like proteins); najczesciej w biogenezie roslinnych miRNA uczestniczy biatko
nazwane DCL1. Generowany przez RNazy Il dupleks miRNA/miRNA* o dlugosci ~21 par zasad
przekazywany jest do kompleksu efektorowego RNAIi nazywanego RISC (ang. RNA-induced silencing
complex), w ktorym jedna z nici dupleksu (tzw. ni¢ pasazerska, miRNA*) jest usuwana, podczas gdy
druga pozostaje zwigzana z biatkami kompleksu i stuzy jako sonda rozpoznajgca komplementarne
sekwencje w obrebie matrycowych RNA (mRNA, ang. messenger RNA). Zazwyczaj miRNA, ktore sg
w pelni komplementarne do mRNA indukuja proces degradacji transkryptu, natomiast miRNA
posiadajace czegsciowa komplementarno$¢ wobec MRNA, indukuja inhibicje translacji. Zatem
sekwencja miRNA ma kluczowe znaczenie dla specyficznosci i Sposobu przebiegu procesu wyciszania
ekspresji genu. Obecnie wiadomo, iz poziom akumulacji miRNA jest $cisle regulowany i specyficzny
dla okreslonego typu komorek czy tkanek, podczas ich kazdego stadium rozwojowego. Jakiekolwiek
zaburzenia i odchylenia od prawidtowego, fizjologicznego poziomu miRNA w komorce, czy tez zmiany
w sekwencji miRNA, moga uruchamia¢ szereg niekorzystnych proceséw, np. nowotworowych,
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degeneracyjnych czy zaburzen rozwojowych, prowadzacych do dysfunkcji narzagdéw i organow,
a czesto $mierci organizmu. Aspekty strukturalne procesu biogenezy miRNA, w szczegdlnosci u roslin,
sa ciagle stabo poznane. Pierwsza cze¢$¢ rozprawy doktorskiej Pani Joanny Miskiewicz zostata
poswigcona wilasnie tym zagadnieniom. Doktadniej, Doktorantka skoncentrowata si¢ na poszukiwaniu
i analizie motywow strukturalnych w obregbie prekursorow roslinnych czasteczek miRNA,
w szczegdlnosci  w kontekscie specyficznego rozpoznawania pre-miRNA przez biatka DCLI1.
Zglebiony zostat takze problem wptywu zmian w sekwencji pierwotnego prekursora miRNA (pri-
mMiRNA) cztowieka na struktur¢ powstajacych w komoérkach pri-miRNA i konsekwencje tych zmian
prowadzace do rozwoju choroby nowotworowe;.

Drugi nurt badawczy dotyczy motywow kwadrupleksowych wystgpujacych w czasteczkach RNA.
Kwadrupleksy to sekwencje polinukleotydowe, ktére tworza specyficzng strukturg tetrad
stabilizowanych poprzez wigzania wodorowe Hoogsteena. W przyrodzie najczgsciej wystepuja
kwadrupleksy typu G, czyli kwadrupleksy tworzone przez kwasy nukleinowe bogate w guaniny (G). G-
kwadrupleksy petniag wazna role regulacyjna w podstawowych procesach biologicznych, takich jak
replikacja, transkrypcja czy translacja, podczas gdy nieprawidtowe tworzenie tych struktur jest zwigzane
Z niestabilnoécia genomu i powstawaniem nowotworow. Zrozumienie funkcji biologicznych
odgrywanych przez G-kwadrupleksy wymaga szczegotowej wiedzy na temat ich struktury. Badania
prowadzone przez Panig Miskiewicz miaty na celu lepsze poznanie struktur kwadrupleksowych
wystepujacych w czasteczkach RNA.

Zaprezentowane w rozprawie doktorskiej badania maja takze charakter praktyczny. Analizy
motywow kwadrupleksowych doprowadzity do stworzenia bazy danych ONQUADRO, bazy stuzacej
do gromadzenia i przetwarzania danych o strukturach kwadrupleksow. Bez watpienia taka baza stanowi
ogromne wsparcie dla szerokiego grona badaczy zajmujacych si¢ empirycznymi badaniami motywow
kwadrupleksowych wystepujacych w czasteczkach kwasow nukleinowych, w tym osob zajmujacych sig
projektowaniem terapeutykow majacych zastosowanie w leczeniu choréb wywotanych zaburzeniami
w tworzeniu struktur kwadrupleksowych.

Podsumowujac, wybdr tematu rozprawy doktorskiej uwazam za w pelni uzasadniony aktualnym
stanem wiedzy i zapotrzebowaniem na rozwigzania w postaci baz stuzacych do gromadzenia
i przetwarzania danych o strukturach wystepujacych w czgsteczkach kwasu rybonukleinowego.

2. Wkiad autora

Jak wczes$niej wspomniatam, rozprawa doktorska Pani Joanny Miskiewicz zostala oparta na zbiorze
artykutow o charakterze naukowym. Pierwsza praca: Miskiewicz J, et al. (2017), BioMed Research
International (IF217 3,411) [Al], dotyczy poszukiwan i charakterystyki motywow strukturalnych
wystepujacych w czasteczkach pre-miRNA modelowego organizmu roslinnego — Arabidopsis thaliana.
W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano w badanych czasteczkach powtarzajace si¢
motywy strukturalne: mate wewnetrzne petle w okolicach dupleksu miRNA/miRNA*. Uzyskane wyniki
doprowadzity do postawienia hipotezy, iz takie motywy strukturalne sa rozpoznawane przez roslinne
biatka DCL =zaangazowane w proces biogenezy MiRNA (biatka DCL1). Zgromadzone dane
zainspirowaly badaczy do przeprowadzenia kolejnych analiz bioinformatycznych dotyczacych
powtarzalnych motywéw strukturach wystepujacych w czasteczkach pre-miRNA, w obrebie Kladu
roslin zielonych (Viridiplantae). Analizy bioinformatyczne zostaly wykonane z podzialem na:
Chlorophyta  (Zielenice), Coniferophyta (Nagonasienne), Magnoliophyta (Okrytonasienne),
Embryophyta (Rosliny telomowe). Co wazne, pomimo ze badane czgsteczki pre-miRNA pochodzity



z bardzo zroznicowanej grupy roslin, w analizowanych strukturach pre-miRNA zidentyfikowano
wspdlne motywy, podobne do motywu strukturalnego wykrytego w pre-miRNA Arabidopsis thaliana,
czyli motywu matej wewnetrznej petli w okolicach dupleksu miRNA/miRNA*. Zgromadzone dane
pozwalajg sadzié, iz motyw taki moze by¢ kluczowy podczas rozpoznawania czasteczek pre-miRNA
przez biatka DCL1, a moze takze i inne biatka bioragce udzial w procesie biogenezy miRNA, czy tez
w regulacji tego procesu. Uzyskane wyniki sg takze spdjne z pogladem, iz proces biogenezy miRNA
jest procesem silnie konserwowanym ewolucyjnie. Omawiane badania zostaty opublikowane w pracy:
Miskiewicz J, Szachniuk M (2018), Molecules (IFx0s 4,411) [A2]. Podsumowujac, w obu pracach
dotyczacych analizy motywow strukturalnych wystepujacych w prekursorach roslinnych miRNA, Pani
Joanna Miskiewicz jest pierwszym autorem, czyli jej wktad w prowadzenie badan i powstanie publikacji
byt znaczacy.

Trzecia praca wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej Pani Joanny Miskiewicz (Lehmann T,
Miskiewicz J, et al. (2020), Applied Sciences (IF2020 2,679) [A3]), dotyczy pre-miRNA czlowieka
i opisuje badania struktury pierwszo- i drugorzedowej pierwotnego transkryptu miR-125a (pri-miR-
125a), z uwzglednianiem dwoch wariantow sekwencyjnych charakteryzujacych si¢ polimorfizmem
(czyli zmiang) pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Prowadzone
badania dotyczyly przypadku raka piersi. Obecnie wiadomo, iz W raku piersi zmienione nowotworowo
tkanki wykazujg nizszy poziom ekspresji miR-125a, w porownaniu z tkankami zdrowymi. Autorzy
zaobserwowali, ze w analizowanych przypadkach genotyp TT wystgpowat nieco czesciej niz genotypy
CC i CT. Modelowanie in silico wykazato, ze obecnos¢ urydyny (U) zmniejsza prawdopodobienstwo
wigzania pri-miR-125a z biatkami NOVA1 i HNRNPK (biatkami zaangazowanymi w proces
dojrzewania i metabolizm RNA). Ponadto badacze wykazali, ze warianty U i C moga promowac rézne
wzory fatdowania RNA, co moze przektada¢ si¢ na wigzanie innej grupy bialek. Moim zdaniem
omawiana praca stanowi doskonate polagczenie badan empirycznych i analiz in silico, ktore moga
prowadzi¢ do zaproponowania mozliwych scenariuszy procesu kancerogenezy.

Drugi nurt badawczy, zawarty w pracy doktorskiej mgr Joanny Miskiewicz, dotyczy motywow
kwadrupleksow wystepujacych w czasteczkach RNA. Analizy bioinformatyczne koncentrujace si¢ na
topologii zidentyfikowanych do tej pory kwadrupleksoéw RNA, a takze na ich analizie parametrycznej,
doprowadzity do opracowania nowej Kklasyfikacji kwadruplekséw, w oparciu o ich strukture
drugorzedowa, nazwanej klasyfikacja ONZ. Nazwa ta wynika ze sposobu oddziatywania nukleotydow
w tetradach tworzacych kwadrupleks (ulozenie w ksztalcie litery: O, N lub Z). Ponadto, autorzy
zaproponowali nowe reprezentacje umozliwiajace zapisywanie informacji o strukturze drugorzedowej
kwadrupleksow w dwuliniowej notacji kropkowo-nawiasowej i w postaci dwuczgsciowego diagramu
tukowego. Omawiane badania zostaty przedstawione w pracy: *Popenda M, *Miskiewicz J, et al.
(2020), Bioinformatics (IF2020 6,937) [A4]. Pani Joanna Miskiewicz jest takze wspotautorka publikacji
0 charakterze przegladowym (Miskiewicz J, Sarzynska J, Szachniuk M (2021), Briefings in
Bioinformatics (IFx021 11,622) [A5]). W publikacji tej zawarty zostat opis, a takze charakterystyka
wszystkich dostepnych zasobdéw bioinformatycznych pod katem ich wykorzystania do badan
kwadrupleksow RNA. Zasoby te zostaty podzielone na cztery kategorie: (i) bazy danych, (ii) narzedzia
bazujace na sekwencjach RNA, stuzace do przewidywania motywow kwadrupleksowych, (iii) narzedzia
do przewidywania struktury drugorzedowej kwadruplekséw oraz (iv) narzedzia do analizy i wizualizacji
struktur drugo- i trzeciorzedowych kwadrupleksow. Ze wzgledu na nowatorskie podejscie do
problematyki klasyfikacji motywow kwadrupleksowych oraz ze wzgledu na ogrom pracy wlozonej
w przygotowanie publikacji przegladowej stanowigcej cenne zrodlo danych i informacji dla badaczy
zglebiajacych  problematyke powigzang 2z wystgpowaniem motywoéw  kwadrupleksowych
W czasteczkach kwasow nukleinowych, t¢ czes$¢ pracy doktorskiej oceniam bardzo wysoko. Wysoka



jako$¢ naukowa prowadzonych badan i analiz zostata potwierdzona poprzez publikacje ich wynikéw
W doskonatych czasopismach naukowych listy JCR. Pani Joanna Miskiewicz jest pierwszym
wspotautorem pracy opublikowanej w czasopismie Bioinformatics (IFz0 6,937) oraz pierwszym
autorem pracy opublikowanej w czasopismie Briefings in Bioinformatics (IFz1 11,622).

Podsumowaniem badan dotyczacych motywow kwadrupleksowych byto stworzenie bazy danych
ONQUADRO, umozliwiajacej gromadzenie i przetwarzanie danych o strukturach kwadrupleksow
otrzymanych droga eksperymentalng. Baza ONQUADRO zostala opisana w publikacji, ktora ukazata
si¢ po ztozeniu rozprawy doktorskiej: Zok T, Kraszewska N, Miskiewicz J, Pielacinska P, Zurkowski
M, Szachniuk M (2021) ONQUADRO: a database of experimentally determined quadruplex structures.
Na podkreslenie zastuguje fakt, iz praca ta ukazata si¢ w prestizowym czasopismie Nucleic Acids
Research (IF20202021 16,971).

3. Poprawnos¢é

Rozprawa doktorska Pani Joanny Miskiewicz zostata napisana w jezyku angielskim, w sposob czytelny
i zrozumiaty. Rozprawa doktorska zawiera: liste publikacji stanowigcych jej podstawg, wraz z opisem
wktadu Doktorantki w prowadzone badania, wprowadzenie (Introduction), opisy uzyskanych wynikow
(Main Results), spis literatury (Bibliography) cytowanej w rozdziatach: Introduction oraz Main Results,
przedruki publikacji (Publication reprints), os$wiadczenia wspotautoréw dotyczace ich wkiadu
w powstate publikacje, streszczenia (w jezyku angielskim i polskim) oraz dodatek opisujacy udziat mgr
Joanny Miskiewicz w projektach naukowych i konferencjach, a takze nagrody i wyrdznienia uzyskane
przez Doktorantke. Pragne podkresli¢, iz wszystkie prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej
zostaly opublikowane w dobrych lub bardzo dobrych recenzowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym, co $wiadczy o bardzo wysokiej jako$ci naukowej prowadzonych badan, a Pani
Joanna Miskiewicz petni role autora wiodacego (pierwszego, lub rownorzgdnego pierwszego)
w wiekszoS$ci z nich.

Odnosnie konstrukcji i zawartosci samej rozprawy doktorskiej mam kilka uwag. Oto one:

1. Zabrakto odrebnego rozdziatu, ktory przedstawia cele prowadzonych badan, jak ma to miejsce
w przypadku prac doktorskich o uktadzie klasycznym. Uwypuklenie celu prowadzonych badan
W znacznym stopniu utatwia czytelnikowi odbior tresci rozprawy doktorskiej.

2. W rozdziatach Introduction oraz Main Results, zamiast znaku prim ('), Autorka uzyta znaku:
apostrof (*).

3. Niektore z przedrukow prac, zawarte w rozdziale Publication reprints, zostaty pomniejszone tak
bardzo, ze trudno odczyta¢ ich tres¢ w wydrukowanej wersji rozprawy doktorskiej (np. publikacja A4).

Powyzsze nieliczne uwagi w zadnym stopniu nie wptywaja na jak najbardziej pozytywna ocene catej
pracy doktorskiej.

4. Wiedza kandydata

O stanie wiedzy Doktorantki mozna wnioskowa¢ na podstawie zawarto$ci rozdziatéw Introduction oraz
Main Results. Wprowadzenie zawiera charakterystyke czasteczek RNA w odniesieniu do ich struktury
oraz funkcji petnionych w komorkach, a takze opisy znanych motywow strukturalnych wystgpujacych
w RNA. Rozdziat ten dobrze wprowadza czytelnika w problematyke rozprawy doktorskiej. Kolejny
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rozdziat pokroétce opisuje wyniki badan motywow strukturalnych wystgpujacych w czasteczkach RNA,
Z podziatem na: (i) motywy wystepujace w roslinnych pre-miRNA (w odniesieniu do publikacji Al
i A2), (ii)) motywy wystepujace w czasteczkach pri-miRNA i miRNA cztowieka (w odniesieniu do
publikacji A3), (iii) motywy kwadrupleksu (w odniesieniu do publikacji A4, A5 i A6). Omawiane
rozdziaty zostaly napisane bardzo tresciwie i zwigzle, co sprawia, ze dobrze si¢ je czyta, co Swiadczy
0 bardzo dobrej orientacji Autorki w stanie wiedzy o zagadnieniach podj¢tych w rozprawie. Spis
literatury (Bibliography) zostat sporzadzony w kolejnosci alfabetycznej i zawiera pozycje cytowane
w rozdziatach Introduction i Main Results. Cytowana literatura to zar6wno pozycje nowe
(opublikowane w okresie ostatnich pigciu lat), jak i pozycje starsze, np. publikacja autorstwa
J. Watson’a i F. Crick’a, z roku 1953, opublikowana z czasopi$mie Nature, w roku 1974. Spis literatury
nie zawiera numeracji; szacuje, ze zawiera on ok. 140-150 pozycji.

Podsumowujac, na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej, bardzo wysoko oceniam
wiedzg¢ Doktorantki w obszarze dotyczacym badan motywow strukturalnych wystepujacych w kwasach
rybonukleoproteinowych. Moja szczegdlng uwage, w konteksécie usystematyzowania wiedzy na temat
wszystkich dostgpnych zasobdéw bioinformatycznych pod katem ich wykorzystania do badan
kwadrupleksow RNA, zwrocita praca: Miskiewicz J, Sarzynska J, Szachniuk M (2021), Briefings in
Bioinformatics (IF2021 11,622) ([A5]), w ktorej Pani J. Miskiewicz jest pierwszym autorem.

5. Inne uwagi

Podczas obrony prositabym Autorke rozprawy o ustosunkowanie si¢ do nastepujacych pytan/ kwestii:

1. Czy Autorka zastanawiala si¢ na nad réznicami/podobienstwami strukturalnymi, dotyczacymi
roslinnych i zwierzecych pre-miRNA, w kontekscie procesu biogenezy miRNA?

2. Czy na podstawie prowadzonych analiz bioinformatycznych motywéw kwadrupleksowych w RNA,
mozna wnioskowac o stabilnosci tych motywow (w strukturach RNA) w zywych komorkach?

3. Czy Doktorantka zastanawiata si¢ nad badaniem oddziatywan kwadrupleks RNA-biatko? Czy roznice
w topologii/organizacji kwadrupleksow mogg mie¢ znaczenie dla oddziatywan kwadrupleks RNA-
biatko (jakie)?

6. Podsumowanie

Podsumowujac, chciatabym stwierdzi¢, iz Pani mgr Joanna Miskiewicz przedstawita bardzo
warto§ciowa rozprawe doktorska. Nie mam watpliwosci, iz dane zebrane podczas realizacji niniejszej
pracy doktorskiej pozwola na petniejsze zrozumienie funkcji biologicznych petnionych przez motywy
strukturalne zidentyfikowane w czasteczkach RNA. Biorgc pod uwage opinie zaprezentowane
w poprzednich punktach i wymagania zdefiniowane przez artykut 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
0 stopniach naukowych i tytule naukowym (z pdzniejszymi zmianami) moja ocena rozprawy pod
wzgledem trzech podstawowych kryteridow jest nastepujaca:



A. Czy rozprawa zawiera oryginalne rozwiazanie problem naukowego? (wybierz jedna opcje
stawiajac znak X)

[ ] [ ] [ ] [ ]

Zdecydowanie Raczej TAK Trudno Raczej NIE Zdecydowanie
TAK powiedzie¢ NIE

B. Czy po przeczytaniu rozprawy zgadzasz si¢, ze kandydat posiada og6lna wiedzg teoretyczng
w dyscyplinie Informatyka techniczna i telekomunikacja?

[ ] [ ] [ ] [ ]

Zdecydowanie Raczej TAK Trudno Raczej NIE Zdecydowanie
TAK powiedzie¢ NIE

C. Czy kandydat posiada umiejgtno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j?

[ ] [ ] [ ] [ ]

Zdecydowanie Raczej TAK Trudno Raczej NIE Zdecydowanie
TAK powiedzie¢ NIE

Ponadto, biorgc pod uwage wysoka warto$¢ naukowa zaprezentowanych wynikéw, ktére zostaly
opublikowane w sze$ciu pracach, w dobrych lub bardzo dobrych recenzowanych czasopismach
o zasiggu migdzynarodowym, a takze biorac pod uwage znaczacy wkiad Doktorantki w powstanie tych
sze$ciu publikacji, rekomenduj¢ wyrdéznienie rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.
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