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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Sarapaty

Mgr Krzysztot Sarapata wykonat prace doktorskg zatytutowang "Model biocybernetyczny w analizie
genomu czlowieka" wykonang pod kierunkiem Prof. dr hab. med. Marka Sanaka oraz Prof. dr hab. inz.
Ryszarda Tadeusiewicza na Wydziale Elektrotechniki, Automatyki, Informatyki i Inzynierii
Biomedycznej Akademi Gérniczo-Hutniczej w Krakowie.

Wybrany temat nie jest tematem tatwym. Wymaga duzego zaangazowania oraz szerokiej wiedzy o
charakterze interdyscyplinarnym. Autor przedstawit w pracy wyniki swoich badan teoretycznych,
ktdrych giéwnym celem bylo rozszerzenie modely TargetScore oraz Jego weryfikacja w oparciu o
dostepny materiat kliniczny,

Imponujgca jest zastosowana w pracy metodologia badawcza, Wymagala szeroko opanowanej
wiedzy w zakresie nauk medycznych, biologii molekularnej, genetyki oraz bioinformatyki.

Autor podchodzit do swoich wynikéw z duzg dozg ostroznosci i samokrytycyzmu, co jest bardzo

Krzysztofa Sarapaty.

Z tego powodu nie bede nawet cytowat tych fragmentéw, ktére mogtyby by¢ napisane nieco
dojrzalszym jezykiem naukowym. Przytocze Jedynie, Ze niepotrzebnie naduzywane sg takie okreslenia
jak target (uzywane w liczbie pojedynczej i mnogiej oraz odmienianej przez przypadki) oraz predykcja.
Stowa te nie wystepujg w stowniku polskim i powinny zostaé zastgpione wiasciwszymi okresleniami,

W podjetym przez autora rozprawy zadaniu opisania relacji ilociowych migdzy poziomami ekspresiji
transkryptow i czgsteczek miRNAs wykorzystane zaplecze eksperymentalne do ustalenia tych relagii

wyniki nie pozwalajg na stwierdzenie istotnych statystycznie poszukiwanych relacji dla celow
wnioskowania medycznego. Tym bardziej, ze w eksperymencie "Astma" 0znaczono poziom tylko
miRNAs, a nie dokonano oznaczeni poziomow samych transkryptow. Stanowiio_to niequtpliwie

specyficznych sekwengji. Prawdopodobnie Przyczyna takiego stanu rzeczy byty ograniczenia
finansowe. Doprowadzenie Zaproponowanej w pracy metody "biTargetScore" do takiego stanu, aby
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umozliwiala wnioskowanie medyczne bytoby bardzo przdatnym celem pod wzgledem aplikacyjnym. W
przysziosci przedstawiony model "biTargetScore" domaga sie zatem poszerzenia i zwielokrotnienia
przeprowadzonych badari eksperymentalnych w celu wykazania efektywnosci wykorzystanego
modelu matematycznego zaproponowanego w pracy na tle innych narzedzi predykcji, co zreszty
zostato takze zaznaczone w podsumowaniu.

Petna procedura analizy czgsteczek miRNAs w prébce biologicznej podlega cigglym udoskonaleniom
w celu uwzglednienia réznych mechanizméw biologicznych, ktére na przyktad modyfikujg czgsteczki
RNA. Zastosowana w eksperymencie "Astma" mikromacierz CURY LNA wykazuje sie duzg
swoistoscig na poziomie 1 nukleotydu przy analizie komplementarno$ci hybrydyzujgcych nici, wiec
pozwala uwzgledni¢ efekty wewnatrzkomérkowych modyfikacji sekwencji miRNAs. Natomiast, nie jest
jasne, czy w pracy przeanalizowano poziom fosforylacji koricow miRNA. W pracy brakuje informacji o
szczegdtach przeprowadzonej procedury mikromacierzowej. Czy wspomniana w rozprawie na s.15
(rozdziat 2.2 Mechanizm interferencji RNA) defosforylacja korica 5' miRNA zostala uwzgledniona w
eksperymencie?

Mechanizm interferencji RNA jest relatywnie nowym odkryciem mechaniki wewngtrzkomérkowej, ktéry
w ciggu kilku ostatnich lat podlega intensywnej eksploracji. Sugerowany przez autora rozprawy
kierunek znaczenia tego mechanizmu w immunologii organizmu powinien zosta¢ potwierdzony z
czasem. Wydaje sie to bardzo obiecujgcy kierunek, co podkreslajg takze prace innych autoréw,
natomiast w pracy stanowi on obecnie jak na razie hipoteze.

Mozna zauwazyé¢ niescistosci w rozdziale 2. Biologiczne podstawy regulacji genéw, szczegélnie na
rysunku 2.1. Centralny dogmat biologii molekularnej, gdzie wykazano mozliwo$é syntezy nici DNA lub
RNA na matrycy biatkowej. Definicje pojec "gen", "splicing" uzyte zostaly do$é ogélnikowo, chociaz
wystarczajgco na potrzeby tejze rozprawy.

Nie sprecyzowano wyraznie charakteru pracy - jest to praca teoretyczno-empiryczna.

Nie podano wyraznie rodzaju metody weryfikacji postawionej hipotezy. Stosowana w pracy metoda
weryfikacji jest metodg empiryczng, ktéra wykorzystuje statystyke w analizie uzyskanych danych i
wynikow.

Niedobory danych eksperymentalnych, ktére 3 podstawowg bolgczkg weryfikacji zaproponowanego
modelu wyszukiwania sekwencji docelowych biTargetScore mozna byloby zredukowaé poprzez
wykorzystanie publicznie dostepnych danych mikromacierzowych. Dlaczego wzorem autora biblioteki
TargetScore autor rozprawy nie wykorzystat np. archiwum ArrayExpress
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/)?

Czes¢ obliczeniowa doktoratu obejmuje procedure wyznaczania rozpoznawanych sekwencji. Oprocz
tego pewna cze$¢ rozprawy po$wiecona jest rozwazaniom o jakosci bioinformatycznych danych (roz.
2.5, roz. 2.6), a wiasciwie to poszukiwaniu innego, logicznego wyjasnienia mechanizmu interferencji
RNA, ktéry nie ogranicza sig tylko do ilociowej regulacii transkryptow w cytoplazmie (roz. 2.2, roz.
2.4). Autor rozprawy probuje wspieraé hipoteze o kontroli jakosciowe;j transkryptéw w RNA..
Zasadniczo autor rozprawy opiera sie na dwéch faktach: zauwaza niedoskonalosci metod procedury
pozyskiwania odpowiednich danych oraz wskazuje mocne przestanki ewolucyjne np. odmienne
funkcjonowanie tego mechanizmu w $wiecie roslin. Stad pojawia sig owa hipoteza kontroli jakosciowej
transkryptow w RNAI. Autor rozprawy probuje rozwing¢ teorig Sergey Petoukhov organizacji kodu
genetycznego do wsparcia tej hipotezy (roz. 7.2). Mozna tutaj dodaé, ze proces ewoluc;ji
charakteryzuje cigglo$¢ czasowa, wigc obecny stan biologii upowaznia do stawiania nie tylko hipotez
dotyczgcych stanu obecnego, ale takze przewidywania w kwestii "przygotowan" srodowiska do nowej
funkcyjnosci. Hipoteza autora rozprawy wymaga pewnie jeszcze wielu badan i analiz. Na przykiad
doktadnej lokalizacji w obrebie istniejgcych mechanizmow biologicznych procedury dekompozycii
informaciji genetycznej na macierzy Hadamarda. Skoro mechanizm organizacji redundancji kodu
genetycznego wystepuje u wszystkich organizméw, dlaczego dopiero u zwierzat wystepuje podziat
funkcyjny czgsteczek miRNA na seed i pozostaty fragment o najbardziej tajemniczej funkcji? W jaki
sposob patologiczny transkrypt miataby indukowaé wzmozong interakcje z czgsteczkami miRNAs?
Zaproponowany w pracy model biTargetScore realizuje przewidywanie funkcyjnych sekwencji zgodnie
z kategoryzacjg narzedzi zaproponowang na s. 42. Wykorzystuje w tym celu informacje o zmiennosci
ekspresji miRNAs oraz réwnocze$nie mRNAs w poréwnywanych probach referencyjnej i badanej.
Gdzie badana préba moze mie¢ cechy patologiczne lub by¢ hodowana w jedynie odmiennych
warunkach. To podej$cie pozyskiwania danych niewatpliwie wykazuje przewage nad metodami
transfekcji, ktore bezposrednio wprowadzajg nowe czasteczki miRNAs do hodowli, powodujgc
zaburzenie spontanicznej zaleznosci endogennych miRNAs jakie tam wystepuja. Trzeba jednak
podkresli¢, ze nadal nierozwigzany pozostat problem wynikajacy z izolacji préby od catosciowego,
fizjologicznego systemu w organizmie dawcy. Niewatpliwie otwartym pozostaje pytania, jakie
wiasciwosci mechanizmu RNAI zostajg wéwczas utracone i pominiete, albo, jakie pojawiajg sie nowe
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relacje - artefakty w tak przeprowadzonej procedurze. Brak kontekstu calego organizmu w
analitycznej hodowli wyabstrahowanej probki niewatpliwie mocno wplywa w rozumienie
mechanizméw rozwoju organizmu, co zresztg zauwazyt autor rozprawy (s.25). Czy to uproszczenie
utrudnia poznanie faktycznego mechanizmu RNAi?

Podstawowe niewiadome procesu RNAI pozostaja: brak stabilnosci wigzania duplekséw
miRNA/mRNA oraz niska komplementarno$é miejsca wigzania i sekwencji miRNA. Te niejasno$ci
wymagajg rewizji biochemicznego modelu parowania sig zasad nukleotydowych co jest juz bardzo
dobrze poznane. Zamiast alfabetu czteroliterowego mozna postugiwaé sie alfabetem odmiennosci
strukturalnych czterech podstawowych zasad azotowych. Chodzi o podziat nukleotydéw na jednoi
dwupierscieniowe pirymidyny/puryny, podatno&é na mutacje kwasem azotowym, liczba wigzari
wodorowych. Wiasnie to podejscie zostaio uwzglednione przez wspomnianego powyzej Sergeya
Petoukhova.

Niezaleznie od moich krytycznych drobnych uwag przedstawiona praca posiada bardzo wysoka
wartos¢ poznawcza i aplikacyjng. Pod wzgledem merytorycznym jest bardzo dojrzatym opracowaniem
naukowym.

Podsumowujgc oceniam prace doktorskg mgra Krzysztofa Sarapaty jako bardzo dobrg i wnioskuje o
dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie sugeruje przedstawi¢ te
prace do konkursu na najlepsza pracg doktorskg organizowanego przez Polskie Towarzystwo
Bioinformatyczne.

Z powazaniem
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