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Recenzja rozprawy doktorskiej pani Agnieszki Czarnockiej-Cieciury
1. Przedmiot recenzji

Praca doktorska pani Agnieszki Czarnockiej-Cieciury pod tytutem The utilization of advanced
RNA sequencing technologies to investigate post-transcriptional mechanisms involved in the
regulation of gene expression, zostala wykonana pod kierunkiem profesora Andrzeja
Dziembowskiego (promotor) oraz doktora Pawta Krawczyka (promotor pomocniczy). Praca ta
zostata ztozona w ramach postepowania doktorskiego w dziedzinie nauk biologicznych i
wykonana w Laboratorium Biologii RNA w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej

i Komorkowej w Warszawie.

Celem recenzowanej pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizméw cytoplazmatyczne;j
deadenylacji i degradacji mRNA u drozdzy oraz roli cytoplazmatycznych polimeraz poli(A) w
regulacji stabilnosci transkryptéw podczas gametogenezy u myszy. Wykorzystujgc
technologie bezposredniego sekwencjonowania RNA (DRS Oxford Nanopore) wraz z analizg
obliczeniowg, doktorantka scharakteryzowata dynamike degradacji mRNA oraz szybkosé
deadenylacji w réznych warunkach fizjologicznych i stresowych. Dodatkowo, praca wskazuje
na mozliwe funkcjonalne znaczenie wzbogacenia ogonéw poli(A) o niekanoniczne nukleotydy

w kontekscie dojrzewania komorek piciowych.

2. Ocena oryginalnosci i wktadu naukowego
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Rozprawa podejmuje aktualny i istotny problem badawczy z zakresu biologii, dotyczgcy
zwigzku pomiedzy procesami post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendw, w szczegdlnosci
dynamiki w rownowadze adenylacja-deadenylacja oraz translacja-degradacja RNA. Autorka w
pierwszej czesci rozprawy opisata aspekty metodologiczne  bezposredniego
sekwencjonowania RNA metoda ditugich odczytéw Oxford Nanopore. Nastepnie przeszta do
implikacji mozliwosci zastosowania tego typu analiz do zrozumienia dynamiki powstawania
ogondéw poli(A) w czasie dojrzewania RNA oraz jego cyklu zyciowego obejmujgcego re-
adenylacje w obrebie cytoplazmy. Koncowg czesc¢ wstepu obejmuje opis zalezno$ci pomiedzy
deadenylacjg przez komplementarne kompleksy Pan2-Pan3 oraz Ccr4-Not a degradacjg
mRNA. Dodatkowo w tej sekcji zawarty jest zwiezty opis tkankowo specyficznej kontroli
dtugosci ogondéw poli(A) oraz regulacji tej cechy transkryptéw w odpowiedzi na szczegdine
reakcje stresowe dla komorki. Dzieki temu wstepowi, Autorka kresli ramy umozliwiajgce
przejscie do zasadniczej czesci rozprawy doktorskiej, ktdrg stanowig trzy artykuty oryginalne
w ktoérych pani Agnieszka Czarnocka-Cieciura odegrata wiodaca role (pierwsze lub drugie
autorstwo). Wyniki majg charakter oryginalny i stanowig istotny wktad w rozwdj wiedzy w
obszarze biologii molekularnej, ich gtéwne implikacje postaratem sie omdéwié w sposob

krytyczny ponize;.

Praca #1 Czarnocka-Cieciura, A., Poznanski, J., Turtola, M., Tomecki, R., Krawczyk, P. S.,
Mroczek, S., Orzet, W., Saha, U., Jensen, T. H., Dziembowski, A., & Tudek, A. (2024).
Modeling of mRNA deadenylation rates reveal a complex relationship between mRNA
deadenylation and decay. EMBO Journal, 43(24), 6525-6554.

Ogony poli(A), wystepujgce na koncach 3' niemal wszystkich eukariotycznych mRNA, s3g
kluczowe dla stabilnosci i translacji tych czasteczek. Usuwanie ogona poli(A), czyli
deadenylacja, stanowi wazny mechanizm regulujgcy ekspresje gendéw. Pierwsza praca
dotyczyta bardzo wnikliwej analizy zaleznosci pomiedzy deadenylacjg a degradacjg RNA, z
uwzglednieniem specyficznosci wobec okreslonych grup transkryptéw, wptywu usuniecia
czapeczki m’-guanozynowej, a takze roli biatek z rodziny Pab (poly(A) binding). Dodatkowo
opisany jest model matematyczny (w dwdch odmianach, umozliwiajgcych badz to oznaczenie
czasoOw zycia oraz progresji deadenylacji dla duzych grup danych, badz to zmodyfikowany,
aplikowalny dla mniejszych oznaczen biologicznych) zbudowany w celu zrozumienia

procesywnosci deadenylaciji.

W pracy zastosowano ukfad doskonale wybranych mutantéw drozdzowych Sacharomyces
cerevisiae, 0 zablokowanej mozliwosci eksportu nowopowstajgcych transkryptéw z jadra

komoérkowego (zahamowanie Sciezki Mex67), a takze pozbawionych biatek zwigzanych z
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metabolizmem RNA. Analiza mutantéw bialek Pab1, Dcp2 oraz Xrn1 pozwolita na
charakterystyke relacji miedzy deadenylacjg a pozbawieniem czapeczki mRNA, a takze na
wyttumaczenie roli biatka Pab1. Od strony metodologicznej w pracy zaprezentowano
oryginalny model badania dynamiki deadenylacji oparty na danych uzyskanych metodag

bezposredniego sekwencjonowania RNA.

W moim odczuciu na szczegdlne zaznaczenie zastuguje fakt uzycia nowatorskiej metody
(zaréwno technologicznie jak i analitycznie) do weryfikacji hipotezy co do ktérej poprzednie
badania nie dawaty mozno$ci rzeczywistej i bezposredniej oceny. W szczegolnosci
doktorantka wraz ze wspétpracownikami wykazata korelacje miedzy szybko$cig deadenylacii,
tempem degradacji i okresem poéttrwania transkryptéw. Dodatkowo okreslita cechy
transkryptéw (ich poziom ekspresiji czy tez dtugos¢ ogonow poli(A)) wptywajgce na szybkosc
deadenylacji. Intrygujacg czes¢ manuskryptu stanowi oznaczenie w warunkach stresu
komodrkowego (stres cieplny i stymulacja tiolutyng), tempa deadenylacji i degradacji. Autorka
postuluje, ze zmiany w tempie deadenylacji umozliwiajg szybszg adaptacje komorki poprzez

remodelowanie transkryptomu.

Praca #2 Brouze, M., Czarnocka-Cieciura, A., Gewartowska, O., Kusio-Kobiatka, M.,

Jachacy, K., Szpila, M., Tarkowski, B., Gruchota, J., Krawczyk, P., Mroczek, S., Borsuk, E., &
Dziembowski, A. (2024). TENT5-mediated polyadenylation of mMRNAs encoding secreted

proteins is essential for gametogenesis in mice. Nature Communications, 15, 5331.

W pracy tej skupiono sie na regulacji gametogenezy poprzez cytoplazmatyczne polimerazy
poli(A) z rodziny TENTS5, co do ktérych grupa zgromadzita poprzednio obserwacje w uktadzie
osteogenezy czy tez odpowiedzi odpornosciowej. Autorzy dokonali analizy rozwoju gamet w
liniach myszy pozbawionych ekspresji (knock-out — KO) oraz z wprowadzonymi kopiami z
metkami biatkowymi/polipeptydowymi (knock-in — Kl) poszczegdlnych genéw TENTS (Tent5a,
Tent5b, Tent5c, Tent5d, podwojny KO TentSb/c oraz znakowane GFP Tent5c/d Kil).
Stwierdzono, ze u samic brak Tent5a, podwdjny KO Tent5b/c oraz mutacje Tent5b-GFP
powodujg nieptodnos¢, podczas gdy u samcow podobny efekt obserwuije sie u zwierzat Tent5c
i Tent5d KO.

Analizy poszczegolnych etapow gametogenezy w myszach transgenicznych pozwolity
precyzyjnie zidentyfikowaé momenty, w ktorych pojawiajg sie defekty zalezne od
poszczegodlnych polimeraz lub ich kombinacji. Szczegdlnie interesujace wydajg sie w tym
kontekscie dwie obserwacje: 1. wysoka specyficzno$¢ fenotypow, zaréwno na poziomie

organizmu jak i komorkowym w poszczegolnych wariantach genetycznych; oraz 2. wplyw
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zréznicowanych poziomoéw/aktywnosci TENTS na poliadenylacje w obrebie okreslonych
MRNA, bez towarzyszacego globalnego efektu na dtugos¢ ogonéw poli(A). W kontekscie
pierwszej obserwacji interesujgce moze byC potencjalne istnienie wariantéw lub mutaciji
TENTS w populacji, w szczegdlnosci w odniesieniu do ptodnosci. Jak chodzi o wyjasnienie
specyficznosci substratowej, praca wskazuje na role lokalizacji subkomérkowej i obecnosci

sekwencji lokalizujgcej w obrebie siateczki srodplazmatyczne;.

Podsumowujgc, w pracy tej doktorantka wykazata, ze poliadenylacja mRNA przez polimerazy
z rodziny TENTS5 jest niezbedna do prawidiowego przebiegu gametogenezy u myszy,
szczegolnie w kontekscie mMRNA kodujgcych biatka wydzielnicze. W moim odczuciu jest to
doskonaly przyktad pracy taczgcej badania odnosnie fundamentalnych procesow
molekularnych (tutaj: niekanoniczna poliadenylacji cytoplazmatycznej), z gtebokim

zrozumieniem implikacji fenotypowych (zaburzenia gametogenezy).

Praca#3 Czarnocka-Cieciura, A., Brouze, M., Guminska, N., Mroczek, S., Gewartowska, O.,

Krawczyk, P. S., & Dziembowski, A. (2025). Comprehensive analysis of poly(A) tails in mouse

testes and ovaries using Nanopore Direct RNA Sequencing. Scientific Data, 12(1), 43.

Celem publikacji byto stworzenie repozytorium danych dotyczgcych mutantéw polimeraz
poli(A) z rodziny TENT5 w gametogenezie, bazujgc na bezposrednim sekwencjonowaniu RNA
metodg diugich odczytéw. Dodatkowo, za cel praca stawia stworzenie metod analitycznych
pozwalajgcych na wiarygodng anlize tego typu danych w odniesieniu do homogennych
sekwenciji o repetytywnym sktadzie, jakimi sg np. ogony poli(A). W tym celu uzyto wynikow z
pracy#2, pochodzacych z probek w trakcie oogenezy i spermatogenezy kiedy to diploidalne
komorki przechodzg podziat mejotyczny, prowadzgc do powstania haploidalnych gamet.
Proces ten wymaga kompleksowej przebudowy transkryptomu, w ktoérej kluczowg role
odgrywajg mechanizmy posttranskrypcyjnej regulacji genéw na réznych etapach dojrzewania.
Uzyskane dane pozwalajg na lepsze zrozumienie ztozono$ci transkryptomu w czasie tych

dynamicznych przejs¢ komorkowych.

Analizie poddano dane z sekwencjonowania Oxford Nanopore pochodzace z réznych linii
myszy mutantow TentSb, TentSc oraz Tent5d, a takze odpowiednich kontroli, pozyskane w
ramach wczesniejszych badan z pracy#2. Surowe sygnalty z bezposredniego
sekwencjonowania RNA zostaty przetworzone za pomocg programu Ninetails, ktory umozliwia
wykrywanie nukleotydéw nie-adeninowych w ogonach poli(A). Co ciekawe, stwierdzono, ze

MRNA izolowane z jajnikbw i jgder zawiera znacznie wyzszy odsetek nukleotydow
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niekanonicznych w poréwnaniu z innymi tkankami myszy. Ze wzgledu na charakter pracy

(artykut metodologiczny), nie pokuszono sie o wyjasnienie implikacji biologicznych tego faktu.

Za site pracy nalezy uzna¢ uzupetnienie danych z bezposredniego sekwencjonowania za
pomocg wynikow z sekwencjonowania metodg krotkich odczytéw lllumina z sortowanych
populacji komoérek jader myszy typu dzikiego i mutantow Tent5c. Analiza sktadu ogonow
poli(A) wykazata obecnos¢ urydyn na koncach tych sekwencji, co wigze sie z procesem
urydylacji mRNA, znanym jako istotny mechanizm post-transkrypcyjnej regulacji kluczowy dla

prawidtowego rozwoju komorek rozrodczych.

Koncowo, analiza ekspresji wykazata, ze transkrypty z urydylowanymi ogonami poli(A) sg
silnie eksprymowane w spermatydach, a ich poziom zmienia sie w trakcie dojrzewania
plemnikéw. Wyniki te podkreslajg dynamiczng role urydylacji w regulacji stabilnosci i funkcji
mRNA podczas gametogenezy i wpisujg sie w badania nad nietypowymi modyfikacjami

czgsteczek RNA w specyficznych procesach tkankowych.

3. Ocena poprawnosci metodologicznej

Zgodnie z opisem zawartym w rozprawie, pani Agnieszka Czarnocka-Cieciura skupiata sie w
swojej pracy na analizie bioinformatycznej i obliczeniowej wynikoéw uzyskiwanych metodag
bezposredniego sekwencjonowania RNA w systemie Oxford Nanopore. Opis metod zawarty
w publikacjach jest szczegotowy, a ostatnia z zawartych w dysertacji prac zawiera dostep oraz
gotowg do uzycia metode (Ninetails) oznaczenia szczegodlnie trudnych do analizy sekwencji
repetytywnych zawierajgcych homopolimery sktadajgce sie z wielu powtdrzen w obrebie
ogondw poli(A). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze tego typu analizy, zaréwno pod wzgledem
metodologicznym jak i obliczeniowym stanowig mtodg, a rownoczesnie niezwykle obiecujgca
gatgz w badaniach majgcych na celu zrozumienie ztozonosci transkryptoméw. Badania
macierzystego zespotu, w tym rowniez te przedstawione w recenzowanej pracy doktorskiej,
znajdujg sie wiec na pierwszej linii frontu w badaniach majgcych na celu lepsze zrozumienie

zaleznos$ci pomiedzy budowg a funkcjg molekularng RNA.

4. Struktura, jezyk i forma pracy

Praca zostata napisana w jezyku angielskim, w sposob klarowny i komunikatywny. Ze wzgledu
na fakt, ze trzon pracy stanowig trzy prace opublikowane w wysmienitych periodykach (co w
zZnacznej mierze upraszcza rowniez obowigzki recenzenta), pozostate czesci rozprawy

pozostajg zwiezte, majgc na celu badz to wprowadzenie do wtadciwej czesci rozprawy, bgdz
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to podsumowanie najwazniejszych watkdw w czesci dotyczgcej dyskusji. Reasumujac, praca

jest przygotowana bardzo starannie i klarownie pod wzgledem edycyjnym.

5. Osiagniecia publikacyjne

W sktad rozprawy doktorskiej wchodzg 3 artykuty opublikowane w czasopismach EMBO
Journal, Nature Communications oraz Scientific Data, co stanowi w znacznej mierze rekojmie
jakosci pracy oraz jej istotnosci dla srodowiska naukowego zajmujgcego sie biologig kwaséw
rybonukleinowych. Poza wzmiankowanymi trzema artykutami zawartymi w rozprawie

doktorantka opublikowat 3 inne artykuty naukowe.

6. Uwagi szczegoétowe

Przedstawiona praca doktorska stanowi spodjne, inspirujgce intelektualnie oraz silne
metodologicznie opracowanie. Fakt publikacji w wiodgcych czasopismach dotyczgcych
biologii molekularnej i komorkowej zaweza pole dla recenzenta odnosnie uwag krytycznych.
Bytbym réwnoczesnie ciekaw mysli doktorantki odnosnie niniejszych punktow, ktére proponuje

omowi¢ w czasie dyskusji po przedstawieniu wynikdw rozprawy doktorskie;.

- praca odnosnie relacji pomiedzy tempem deadenylacji oraz degradacji wskazuje na rézng
predkos$¢ deadenylacji dla transkryptow réznigcych sie poziomem ekspresiji. Interesujacy jest
fakt krotszej dtugosci ogondw poli(A) oraz ich wolniejsza deadenylacji dla transkryptéw o
wyzszym poziomie ekspresji. Jakie mogg by¢ determinanty oraz implikacje molekularne tej

obserwac;ji?

- jakie sensory sg odpowiedzialne za wykrywanie dtugosci ogonéw poli(A) ponizej 20

nukleotydoéw oraz za ich szybkg degradacje;

- czy stworzony model matematyczny ma potencjat do wykrywania proceséw komérkowych
zaleznych od zmian w predkosci deadenylacji-degradaciji. Jakie procesy chorobotwércze maja

potencjat do bycia regulowanymi na tym poziomie;

- jak mozna wyttumaczy¢ zmiany w ptodnosci myszy pomiedzy genotypami Tent5b KO, Tent5c
KO oraz Tent5b/c dKO, z przywréceniem ptodnosci u samcow dKO w poréwnaniu do Tent5c

KO i odwrotnym fenotypem wsrdd samic;
- rola cytoplazmatycznych polimeraz poli(A) wydaje sie w szczegdlnosci dotyczy¢é mRNA
kodujacych wydzielane biatka. Jaki moze by¢ powdd biologiczny oraz czy doktorantka

spodziewa sie fenotypédw komoérkowych zwigzanych z zaburzeniem tej osi przekazu sygnatu

w tkankach o wysokim tempie sekreciji;
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- Doktorantka nie odnalazta szczegoinych motywow w 3' UTR ani sekwencji kodujgcej mRNA
bedgcych potencjalnymi celami TENT5. Na czym opiera sie zatem specyficznos¢ tych
polimeraz? Autorzy sugerujg, ze brak jest znanych czynnikdéw regulujgcych, czy rozwazali
alternatywne mechanizmy rozpoznawania, np. przez interakcje z biatkami ER lub strukturami
RNA?

- jakie sg odczucia doktorantki odnosnie mozliwosci modyfikacji nukleozydéw wchodzacych w
sktad ogondw poli(A). Jaka moze by¢ rola grupowania sie reszt urydylowych na koricu ogonéw
poli(A).

Punkty te sg jedynie wyjsciem do dyskusji naukowej w czasie obrony pracy doktorskie;.

7. Ocena koncowa i wniosek

Podsumowujgc, rozprawa doktorska autorstwa Pani Agnieszki Czarnockiej-Cieciury
przedstawia oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, zostata przygotowana na wysokim
poziomie merytorycznym i metodologicznym, oraz spetnia wymagania okre$lone w art. 187
ust. 1 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz.

1668, z pozn. zm.).

W zwigzku z powyzszym wnioskuje o dopuszczenie rozprawy doktorskiej do dalszych etapow
postepowania doktorskiego. Réwnoczesnie ze wzgledu na jako$¢ pracy oraz jej istotny wkiad
w zrozumienie regulacji post-transkrypcyjnej zarowno na poziomie molekularnym jak i

fizjologicznym, wnosze o wyrdznienie pracy stosowng nagroda.

Z powazaniem,
W&VM,.A] a‘@J//Q

Maciej Ciesla

Warszawa, 21 czerwca 2025
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