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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Jakuba Wiedemanna, zatytulowanej: ,,Combinatorial Analysis of RNA
Tertiary Structures with the Use of Angular Representations”

Przedstawiona dysertacja zostala wykonana w Instytucie Informatyki na Wydziale Informatyki
1 Telekomunikacji Politechniki Poznanskiej pod kierunkiem dr hab. Macieja Antczaka oraz dr Macieja
Mitostana. Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim, a jej podstawa sg cztery prace
naukowe opublikowane w czasopismach o =zasiggu miedzynarodowym, wlaczajac prestizowe
Bioinformatics oraz Nucleic Acid Research. Doktorant jest pierwszym autorem w trzech z tych prac
(publikacje Al, A2 oraz A4). Natomiast w jednej pracy (A3) zajmuje czwarte miejsce na liscie
wspotautorow. Jest to wieloautorska praca bedaca wynikiem realizacji waznego 1 cenionego projektu
RNA-Puzzles — zbiorowego eksperymentu, ktoérego celem jest obiektywna i wiarygodna ocena jakoS$ci
komputerowych predykcji struktur 3D RNA. Udzial Doktoranta w tym przedsiewzigciu polegatl na
zaimplementowaniu nowej metody do oceny modeli tréjwymiarowych struktur RNA: LCS-TA (Longest
Continuous Segments in Torsion Angle space), ktora pozwala porownywac struktury bardziej w ujeciu
lokalnym (analiza najdluzszych ciagdéw segmentéw), niz globalnym (cate struktury). Dlatego tez, wkiad
w powstanie takze i tej pracy uznaj¢ za znaczacy.

Na prace doktorskg sktadajg sie streszczenie w jezyku angielskim i polskim, lista publikacji wraz
z danymi bibliograficznymi, wstep, skrotowe omowienie publikacji w sekcji wyniki, bibliografia, kopie
publikacji stanowiacych podstawe tej rozprawy, deklaracje okreslajace wkiad pozostatych wspotautorow
w przygotowanie przedstawionych prac oraz zalaczniki opisujace aktywnos$¢ naukowg Doktoranta.
Rozprawa jest przemyslana, przejrzysta i bardzo rzeczowa. Wstep opisuje RNA od strony bardziej
biologicznej, skupiajac si¢ na jego budowie oraz poziomie ztozonos$ci struktur jakie tworzy, aby nastepnie
przedstawi¢ ten problem ze strony informatycznej poprzez wyjasnienie formatow danych umozliwiajacych
rzetelny i czytelny sposob zapisu tych struktur. Potaczenie przedstawionych publikacji pokazuje takze
rozwoj naukowy Doktoranta i ewolucje zagadnien badawczych. Praca wywodzi si¢ od relatywnie prostego

problemu jakim jest poréwnywanie roznic w strukturach trojwymiarowych czasteczek RNA, wykazujacych



duzy poziom homologii na poziomie sekwencji (publikacja A1), poprzez opracowanie nowej metody oceny
podobienstwa struktur przestrzennych RNA w oparciu o identyfikacje najdtuzszych ciaglych segmentow
o okreslonym wspotczynniku podobienstwa (metoda LCS-TA, publikacja A2), zastosowania jej w praktyce
w ramach projektu RNA-puzzles (publikacja A3), az po utworzenie bazy danych RNAloops, ktéra w sposéb
w pelni zautomatyzowany pozwala gromadzi¢ informacje o petlach wieloramiennych (ang. N-way
junctions) zidentyfikowanych w eksperymentalnie potwierdzonych strukturach przestrzennych czasteczek
RNA (publikacja A4). Multipetle jako jednoniciowe fragmenty RNA taczace ze sobg struktury 2D sg
jednym z trudniejszych motywow do identyfikacji w ramach predykcji obliczeniowych, poniewaz ich
obecno$¢ oraz zmienno$¢ znaczaco wplywa na uklad przestrzenny calej czasteczki RNA. Zgromadzone
informacje na temat petli wieloramiennych moga by¢ bezposrednio wykorzystane w procesie modelowania
struktur przestrzennych RNA, co pozwoli nie tylko usprawni¢ ten proces, ale takze znaczaco zwigkszy¢
jakos¢ otrzymywanych modeli.

Przygotowanie rozprawy doktorskiej na bazie publikacji naukowych nie jest rzecza tatwa, gdyz
wymaga systematycznosci, duzego zaangazowania oraz produktywnosci na etapie trwania catych studiow
doktoranckich. Prace naukowe w procesie recenzji oceniane sa przez grono uznanych i niezaleznych
ekspertow, w efekcie czego przechodzg szereg, nickiedy nawet drastycznych edytorskich zmian, ktorych
nalezy dopeli¢ w relatywnie krotkim czasie. Po opublikowaniu prace te sg nastepnie oceniane przez
czytelnikow, a miarg ich poczytnosci jest liczba cytowan. Recenzja pracy doktorskiej przygotowanej na
bazie publikacji, ktore przeszty juz proces recenzji oraz cieszg si¢ uznaniem czytelnikéw (tgczna liczba
cytowan wg. Google Scholar na dzien przygotowania recenzji wynosi 54, A1=6 (2016), A2=11 (2017),
A3=36 (2020), A4=1 (2022)) daje mi przywilej skoncentrowania niniejszej recenzji gtownie na dyskusji
przedstawionych wynikow w szerszym kontekscie biologicznym i bioinformatycznym.

W pierwszej publikacji (Al) przedstawiony zostat problem réznych struktur przestrzennych, ktore
moga tworzy¢ czasteczki RNA o do$¢ wysokiej homologii (>90%). Do oceny tych struktur opracowane
zostato nowe narzedzie — StructAnalyzer, ktore pozwala okresli¢ globalne podobienstwo analizowanych
modeli przestrzennych na podstawie odchylenia wartosci §redniokwadratowej (ang. Root Mean Square
Deviation, RMSD). Jak zostalo wspomniane we wstgpie RMSD nie jest najlepsza metoda oceny struktur,
gdyz jego wartosci bardzo mocno zaleza od dtugosci sekwencji RNA. Czy rozwaza Pan zatem aktualizacje
oprogramowania StructAnalyzer poprzez implementacje algorytmu LCS-TA, pozwalajgcego na analize
struktur z perspektywy bardziej lokalnej? Bylabym wdzieczna takze za komentarz na ile innowacyjne
byloby to narzedzie w kontekscie obecnie dostepnych rozwigzan pozwalajacych na analiz¢ podobienstwa
struktur przestrzennych RNA.

Doktorant w swojej rozprawie przedstawia RNA z perspektywy bardzo ogdlnej, jako liniowy
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tworzenia ztozonych struktur na czterech roéznych poziomach organizacji strukturalnej. Jednakze,
w biologii wyrdznia si¢ r6zne typy RNA, ktore pelnig okreslone funkcje w komdrce. Grupy te obejmuja
m.in. rybosomalny RNA (rRNA), transferowy RNA (tRNA), matrycowy RNA (mRNA), dtugi niekodujacy
RNA (IncRNA), mikroRNA (miRNA), maly jadrowy RNA (snRNA), czy maly jaderkowy RNA
(snoRNA). Nie wspominajac juz o kolistych typach RNA. Kazdy z tych rodzajow RNA ma $cisle okreslone
wlasciwos$ci na poziomie sekwencji i struktury, ktore determinuja jego specyficzne funkcje biologiczne.
Jedna z podstawowych roznic jest jednak dtugos¢ sekwencji nukleotydowej, ktora pozwala podzieli¢ te
czasteczki na dwie grupy, obejmujace krotkie (< 200 nt) i dlugie (>200 nt) RNA. W praktyce krotkie
czasteczki jak np. miRNA osiagajg dlugos¢ 21-23 nukleotydow. Natomiast Srednia dtugos¢ matrycowego
RNA, kodujacego biatko w genomie ludzkim wynosi ok. 2,200 nukleotydow. W zwigzku z tym chciatam
zapytac¢ czy istnieje jakis optymalny zakres diugos¢ sekwencji nukleotydowej, ktora pozwala z duzq
doktadnoscig modelowac struktury przestrzenne czgsteczek RNA? Czy modelowanie krotszych czgsteczek
jest tak samo wydajne jak tych diuzszych? A moze istnieje pewien zakres diugosci sekwencji po
przekroczeniu ktorego modelowanie struktur przestrzennych staje sie niezwykle trudne ze wzgledu na liczbe
potencjalnych potgczen oraz ztoZomos¢ struktury? Przy okazji dyskusji tego zagadnienia chciatabym
réwniez prosi¢ o Panski komentarz dotyczacy wptywu dlugosci badanej sekwencji RNA na zdolnos¢
metody LCS-TA do oceny podobienstwa struktur przestrzennych. Czy ta metoda tak samo wydajnie poradzi
sobie z oceng krotkich oraz diugich typdw RNA, czy raczej gtownym czynnikiem determinujgcym trudnosé
zagadnienia bedzie sam sktad nukleotydowy? Jestem ciekawa jakich réznic mozemy spodziewac si¢ dla
obu trybow LCS-TA: zaleznego i niezaleznego od sekwencji.

W swiecie RNA sekwencja, struktura oraz funkcja stanowig nierozerwalne potaczenie w kontekscie
roli biologicznej tych czasteczek. W przypadku matrycowego RNA, ktére koduje biatka, zwigzek
sekwencja-struktura-funkcja jest jasno okreslony. Obecnos¢ ramek odczytu kodujacych biatko pozwala
przewidzie¢ sekwencje powstajacego biatka i na podstawie tej informacji z duza doktadno$cia okresli¢
sposOb w jaki dany gen koduje jego funkcje molekularne. Jednakze geny kodujace biatko stanowig jedynie
niewielki procent (ok. 1%) naszego DNA. Wigkszo$¢ rejondéw w naszym genomie nie produkuje bialek,
chociaz wciaz posiada zdolno$¢ wytwarzania RNA, tzw. niekodujacego RNA. Jedng z liczniejszych klas
niekodujacego RNA sa dlugie niekodujace RNA (ang. long noncoding RNAS) — czasteczki RNA o dtugosci
>200 nt posiadajagce ograniczone zdolnos$ci kodowania biatka. Dla IncRNA zwigzek pomiedzy ich
sekwencja, strukturg oraz funkcja wcigz pozostaje nieznany, co znaczgco ogranicza ich identyfikacje oraz
funkcjonalng charakterystyke. Ponadto sekwencje dlugich niekodujacych RNA sa stabo zachowane na
drodze ewolucji, co uniemozliwia detekcje ich ortologow lub paralogéw na zasadzie podobienstwa
sekwencji. Jednoczesnie wielokrotnie udowodniono, ze IncRNA wykazujg zdolno$¢ do zachowywania
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np. INCRNA JPX. Zatem na ile realne, Panskim zdaniem, jest oczekiwanie, Ze pomimo zmiennosci na
poziomie sekwencji i struktur drugorzedowych dwie czgsteczki RNA mogq utworzy¢ zblizone struktury
przestrzenne? Czy proponowane przez Pana narzedzie informatyczne StructAnalyzer umozZliwia
identyfikacje takich przypadkéw? Czy zaobserwowat Pan podobne przykiady podczas swojej pracy m.in.
z wirusowymi RNA oraz rybozymami?

Tworzenie repozytoriow zawierajacych elementy pozwalajace usprawni¢ proces modelowania
czasteczek RNA oraz poprawe jakosci tych predykcji sa szczegdlnie wazne. Rozumiem i w pelni popieram
ideg¢ projektu RNAloops. Zaktadam takze, ze aspekt modelowania funkcjonalnych elementéw moze by¢
kluczowy w kontekscie przewidywania struktur i ich biologicznej wartosci. W ostatnim czasie dos¢
modnym podejsciem stato si¢ klasyfikowanie czgsteczek RNA ze wzgledu na zawartos¢ k-merow.
Poréwnania oparte na k-merach — ciggach sekwencji o zdefiniowanej dtugosci, sg idealnym uzupetieniem
dla algorytméw poroéwnujacych sekwencje czasteczek, np. BLAST, zwlaszcza jezeli te czasteczki nie
wykazuja bezposrednich zwigzkow ewolucyjnych. Metoda analizy zawartosci k-meréw zlicza k-mery
danego typu niezaleznie od ich lokalizacji w sekwencji i pozwala na wykrywanie powtarzajacych si¢ relacji
miedzy sekwencja, a funkcja czasteczek RNA. Podejécie to bazuje na zalozeniu, iz czasteczki RNA
o podobnej funkcji moga zawiera¢ zblizone motywy sekwencji, tzw. funkcjonalne domeny, nawet jesli nie
wykazuja homologii liniowej. W kontekscie przewidywania struktur przestrzennych i {gczenia ich
z biologicznymi funkcjami RNA, na ile pozyteczna wydaje sie Panu detekcja, katalogowanie i funkcjonalna
adnotacja tych domen? Czy wydaje sie Panu mozZliwe i potrzebne bezposSrednie uwzglednianie tych
regionow na etapie procesu modelowania oraz poréwnywania struktur przestrzennych RNA?

Identyfikacja niekodujacych RNA wcigz stanowi wyzwanie, gdyz ze wzgledu na w/w wlasciwosci
ich detekcja glownie sprowadza si¢ do wykrywania dowodow transkrypcji — wytwarzanych czasteczek
RNA. Niestety takie podejscie charakteryzuje si¢ ograniczonym poziomem detekcji, ktory w duzej mierze
zalezy od uzytej metody identyfikacji RNA oraz co wazniejsze uniemozliwia okre$lenie funkcjonalnego
potencjatu  wykrywanych czasteczek RNA. Jednym ze sposobow na usprawnienie identyfikacji
potencjalnie funkcjonalnych RNA jest komputerowa analiza calych genomow w poszukiwaniu
zachowanych struktur RNA (ang. conserved RNA structures). Do tej pory analiza ta byta wykonywana na
poziomie struktur drugorzedowych. Na ile realne (w kontekscie zasobow i czasu obliczen) bedzie
wykonanie podobnej analizy struktur przestrzennych dla np. trzech wybranych genomoéw kregowcow?

Nieznany zwigzek pomiedzy sekwencja-struktura-funkcja IncRNA sprawia, iz znakomita
wigkszos¢ (>97%) dhugich niekodujacych RNA wciaz nie ma jasno okreslonej funkcji biologicznej. Fakt
ten nastrgcza wiele trudnos$ci w kontekscie chociazby samej ich klasyfikacji. Ze wzgledu na brak jasno
okreslonych rol w komorce IncRNA sa klasyfikowane wzgledem swojej lokalizacji do najblizszego genu

kodujacego biatko. Ta genomiczna klasyfikacja obejmujaca pozycje intronowa, eksonowa, sensowna,



antysensowng, mi¢dzygenows, etc. jest mato informatywna i czesto mylgca. Duzo bardziej logiczna
1intuicyjna wydaje si¢ klasyfikacja RNA wzgledem ich struktur. Strukturalne grupowanie czasteczek RNA
pozwoli takze wydajniej klasyfikowaé te czasteczki w kontek$cie ich potencjalnych funkcji. W zwigzku
z tym chciatabym zapytac¢ jak wyobraza sobie Pan potencjalny podzial czgsteczek RNA wzgledem ich
struktur? Czy na podstawie swojego doswiadczenia moze Pan zaproponowac gltowne grupy struktur, ktore
Panskim zdaniem nalezaloby szczegolnie wyroznic?

Na sam koniec chcialabym takze pozna¢ Panskie dotyczace przysziosci i kierunku rozwoju
bioinformatyki strukturalnej, w kontekscie identyfikacji struktur przestrzennych i ich eksperymentalnej
weryfikacji. Na ile te dwa aspekty bedq wspdtistnie¢ i wzajemnie si¢ wspierac¢? Czy oczekiwanie, iz
bioinformatyka strukturalna bedzie czerpaé z metod biologii molekularnej jest realne, czy raczej
usprawnienie procesu modelowania struktur przestrzennych bedzie wynika¢ z glownie z poprawy precyzji
i czutosci metod obliczeniowych?

Pan mgr Jakub Wiedemann posiada imponujgcy dorobek naukowy obejmujacy pie¢ publikacji w
czasopismach migdzynarodowych, z ktorych cztery stanowig podstawe prezentowanej rozprawy
doktorskiej. Na uwage zasluguje réwniez wysoka aktywno$¢ naukowa Doktoranta obejmujaca 27
wystapien w formie prezentacji oraz plakatéw naukowych. Autor rozprawy byt takze laureatem czterech
stypendiow w tym stypendium Rektora dla najlepszych doktorantéw na Wydziale Informatyki
i Telekomunikacji. Ponadto wykazywat si¢ aktywnoscig organizacyjna, obejmujaca przygotowanie spotkan
oraz konferencji naukowych. W sktad dziatalno$ci naukowej Doktoranta wchodzi takze udzial w czterech
projektach badawczych, wymienionych w zataczniku A.

Rozprawa zawiera szereg oryginalnych rozwigzan problemdéw naukowych z zakresu analizy,
porownywania i ulepszania modeli struktur przestrzennych RNA. Doktorant posiada imponujaca wiedze
teoretyczng 1 praktyczng w dyscyplinie Informatyka Techniczna i Telekomunikacja. Nie mam takze
zadnych watpliwosci, ze Pan mgr Jakub Wiedemann posiada zdolno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Podsumowujac, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska Pana mgr Jakuba Wiedemanna spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zdefiniowane
przez artykut 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (z p6zniejszymi
zmianami). Stad tez, wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majac na uwadze wysoki poziom naukowy przedstawionej rozprawy oraz jej
znaczenie dla rozwoju dziedziny biologii RNA oraz bioinformatyki strukturalnej w zakresie analizy

struktur przestrzennych RNA, wnioskuje o wyr6znienie niniejszej dysertacji.



