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Przedlolona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Ma\gorzaty Zawadzkiej pt.

,,Charakterystyka struktury genomowego RNA retrotranspozonu Tyl w warunkach in vitro oraz na

wybranych etapach replikacji w drohdlach" zostala przygotowana w Inst5rtucie Chemii Bioorganicznej

PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek, prof. ICHB PAN.

Rozprawa zostala przedstawiona w formie zbioru trzech prac opublikowanych w czasopismach z listy

filadelfijskiej w latach 2020-2022 i obejmuje dwie publikacje oryginalne orazjedn4 przegl4dow4. W

dw6ch pracach Doktorantka jest pierwszym autorem (w tym w jednej wsp6lnie z innym autorem, na

zasadzie r6wnorzgdnego wkladu), a w trzeciej publikacji - drugim autorem. Znacz4cy wklad Pani mgr

Malgorzaty Zawadzkiej w powstanie wsrystkich prac zostal potwierdzony o6wiadczeniami samej

Doktorantki oraz Pani Promotor, autorki korespondencyj nej.

Tematyka badawcza rozprawy dotyczy analizy struktury RNA transpozonu dro2dZowego i

wpisuje sig w nurt badari prowadzonych w Zakladzie Struktury i Funkcji Retrotranspozon6w oraz

trendy Swiatowej nauki wskazuj4ce na znaczenie struktury RNA, zwlaszcza tych niekoduj4cych, dla

ich funkcji. Gl6wnym celem badaf Doktorantki bylo poznanie molekularnych aspekt6w procesu

replikacji retrotranspozon6w LTR na przylJadzie zmian w strukturze RNA retrotranspozonu Tyl w

trakcie replikacji i w r62nych kompartmentach kom6rkowych. Celowi temu zasadniczo odpowiada cel

szczeg6lowy przedstawiony w publikacji nr 2, Zawadzka et al., Viruses, 2022. Natomiast cel

szczeg6lowy pierwszej publikacji, Andrzejewska, Zawadzka et al., NAR, 2021 dotyczyl okre5lenia

struktury gRNA Tyl w warunkach in vitro i por6wnania do tej uryskanej in vivo. Ponadto, celem

trzeciej, przegl4dowej publikacji, bylo usystematyzowanie wiedzy na temat kom6rkowych

determinant6w nvijania sig struktur RNA oraz wptywu struktury RNA na funkcjg tych cz4steczek.

Wydaje sig wigc, Ze g)6wny cel rozprawy m6gl zosta6 ujgty szerzej, by cele szczeg6lowe byty w nim

zawarte, a nie stanowity jego rozszerzenie.
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RNA jest no(nikiem informacji zakodowanej na dw6ch poziomach: w jego sekwencji oraz

strukturze drugo- i trzeciorzgdowej. Konformacja, jakq przybiera RNA, jest kluczowa dla stabilnosci'

obr6bki i funkcji transkrypt6w oraz determinuje oddziatywania RNA z bialkami. Kluczowe dla

funkcji RNA motywy czgsto s4 wysoce ustrukturyzowane. St4d okre6lenie struktury RNA jest bardzo

wahne dla poznania ich funkcji. Nie jest to jednak trywialne zadanie. Mimo coraz to nowsrych

algorytm6w pozwalaj4cych na przewidywanie struktury drugorzgdowej RNA, nie s4 one doskonale i

ostatecznie niezbgdne jest jej eksperymentalne potwierdzenie. Tutaj stosowane s4 metody

chemicznego mapowania, takie jak SHAPE. Opieraj4 sig one na r62nej reaktywno3ci nukleotyd6w

RNA z pewnymi czynnikami chemiczrymi, w zaleimoSci od tego czy dany nukleotyd jest

zaanga2owany w oddziatywania z innym nukleotydem, cry te?jest on ,,wolny"' WigkszoS6 badari

opiera sig na podej5ciu in vitro, kt6re jest latwiejsze z wielu wzglgd6w. Jednak naleiry sig spodziewa6

- i zostalo to pokazane - 2e w zloaonym Srodowisku, jakim jest wngtrze kom6rki, cz4steczki RNA

mog4 zwija6 sig w inne struktury. St4d istotne s4 badania maj4ce na celu okreslenie struktur RNA w

rohnychwarunkach, a takZe na rohnych etapach,,irycit' transkrypt6w'

Rozprawa licry 100 stron, rozpocryna sig spisem publikacji oraz streszczeniem w jgzyku

polskim i angielskim; nastgpnie przedstawione jest wprowadzenie do pracy. Opr6cz przedruk6w

publikacji, rozprawa zawierateZ kr6tki opis kaZdej z nich w jgzyku polskim. Ptaca zawiera teL wykaz

skr6t6w, Zyciorys Doktorantki oraz oSwiadczenia o wkladzie w publikacje wchodz4ce w sklad

rczprary. Przydatny bylby moim zdaniem jeszcze kr6tki rozdzial zawietaj1cy podsumowanie i

wnioski ptyn4ce z prezentowanych prac.

W licz1cym I I stron wstgpie Doktorantka przedstawia historig odkrycia ruchomych

element6w genetycmych oraz ich podzial na transpozony DNA i retrotranspozony. Nastgpnie skupia

sig na grupie transpozon6w typu LTR: omawia ich trzy gl6wne rodziny i wskazuje podobieristwa oraz

ro1nice w odniesieniu do retrowirus6w. S4 one przejrzyi;cie zilustrowane na Rysunku 1., chod w

legendzie zabraklo obja3nienia skr6t6w, takich jak PR, RT, RH, IN. Sa one wprawdzie wyja6nione w

tekScie, ale rysunek powinien byi autonomicznq czglci4, kt6r4 mohna zrozumie| bez odnoszenia sig

do gl6wnego tekstu. Dalej Doktorantka ptynnie przechodzi do charakterystyki retrotranspozonu Tyl,

bgd4cego przedmiotem jej badari. Szczeg6lowo omawia jego budowg i cykl iryciowy, a nastgpnie

podsumowuje obecny - fragmentaryczny - stan wiedzy na temat sffuktury drugorzqdowej gRNA Tyl,

co jednocze$nie stanowi uzasadnienie podjgtych badari. Ostatnia czg56 wprowadzenia stanowi zvtigzly

i jasny opis metod wykorzystywanych w okredlaniu struktury wirusowych czqsteczek RNA, jak

r6wniez wyrwah i trudno6ci natym polu, zwlaszcza jeili chodzi o r6Znice w strukturze wirusowego

RNA w stanach in virio, ex virio, in vivo i in vitro. Ptozdzial ten stanowi przejrryste,logiczne i sp6jne

wprowadzenie w tematykg pracy i Swiadcry o szerokiej wiedzy Doktorantki.
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Omawiaj4c publikacje wchodz4ce w sklad rozprawy, Pani mgr Zawadzkarozpoczyna od prac

eksperymentalnych. Jednak jarozpoczglam od zapoznania sig z - prezentowan4 jako ostatni4 - ptac4

przegl4dow4, kt6ra zawiera wiedzg na temat metod badari struktur RNA oraz powi4zari migdzy

struktur4 a funkcj4 RNA. Moim zdaniem rozdzial ten ulatwia p62niejszq lekturg prac oryginalnych i

m6glby byd umiesz czony w rozprawie jako pierwsry. W pracy nr 3 zatTtulowanej ,,On the Way to

Understanding the lnterplay between the RNA Structure and Functions in Cells: A Genome-Wide

Perspective" opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences w roku 2020' wedlug

oswiadczenia Doktoran tka zebra\a i przeanalizowala literaturq odnoSnie wplywu struktury RNA na

jego stabilno66 i degrad acjg oraznawiqzanie bialek. zauwaaa, ze wysokie ustrukturyzowanie RNA w

regionie 5, uTR jest negatywnie skorelowane ze stabilno6ciq transkrypt6w, podczas gdy struktury

drugorzgdowe w regionie 3' UTR powi4zane s4 z dluizszym czasem p6ltrwania i ilosci4 RNA w

kom6rce. Powotuje sig prry tym na badania w kom6rkach ludzkich, mysich, danio prqgowanego i

droiilry.Kolejny podrozdzialw tej publikacji opracowany przezDoktorantkg dotyczy waznej kwestii

dwustronny ch zalelnosci pomigdzy strukturq RNA a bialkami wi424cymi RNA (RBP)' Podkresla

kluczow4 rolg struktury drugorzgdowej transkrypt6w w rozpoznawaniu i wi4zaniu bialek RBP' a z

drugiej strony wptyw bialek na modelowanie struktury RNA'

Pozaczgsci4przygotowal4przezDoktorantkg,pracatazawierate2om6wieniemetod

okreslania sffuktury RNA i jej wptywu na translacjS otaz roli modyfikacji RNA w definiowaniu

strukturytranskrypt6w.RazemstanowitowartoScioweikompleksoweopracowanieiSwiadczyo

szerokiej wiedzy Doktorantki. Badanie struktury drugorzgdowej RNA i jej zrvi4zku z funkcjami

transkrypt6wtoobecniesilnieeksplorowanepole,wkt6rymwci4|jeszczewielepozostajedo

odkrycia. Szczeg6lnie zainteresowala mnie kwestia roli modyfikacji m6A w okreslaniu struktury RNA

i nasungla mi pytanie , czy bgdqcy przedmiotem badari Doktorantki gRNA Tyl ulega takim

modyfikacjom?

Weksperymentalnejpracynrl,,InvivostructureoftheTylretrotransposonRNAgenome,',

opublikowan ej w Nucreic Acids Research w 202r r., Doktorantka okre.lila drugorzgdow4 strukturg

Tyl gRNA w scisle zdefiniowanych warunk ach in vitro i por6wnala jq do ustalonej przez

wsp6lautorkg pracy struktury tegoZ transpozonu in vivo,w kom6rkach droadiry, Pani mgr Zawadzka

uzyskalawysokiejjako6cidaneSHAPEiustalila,2eponadpotowanukleotyd6wgRNATyiwykazuje

w warunkach in vitro niskq reaktywnos6, co Swiadczy o ich zaangaaowaniu w struktury

drugorzgdowe. Por6wnanie z wynikami dla struktury ustalonej in vivo wykaza\o' 2e Ty| gRNA w

warunkach in vitro wykazuje wigksze ustrukturyzowanie. Dodatkowo, tylko ok. porowa silnie

ustrukturyzowanych region6w zidentyfikowanych w warunkach in vitro otaz in vlvo pokrywala sig

migdzy tymi stanami. co ciekawe, tylko czq56 znanych kluczowych sekwencji regulatorowych Tyl

gRNA wykazywala silne ustrukturyzowanie w obu stanach' podczas gdy inne charakteryzowaty sig
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Gl6wnym osi4gnigciem tej pracy jest okreSlenie struktury kompletnej cz4steczki gRNA Tyl,

kt6ra dot4d zostala poznana jedynie fragmentarycznie. Ponadto, analiza por6wnawcza struktury w

warunach in vitro i in vivo ma ogromne znaczenie, gdyL potwierdzila istotno6i warunk6w

eksperymentalnych dla okreSlania struktury drugorzgdowej RNA. W zwi4zku z tymi wynikami,

interesuje mnie opinia Doktorantki odno6nie celowo6ci badania struktury RNA ln vifo.

W pracy eksperymentalnej nr 2 ,,Cell compartment-specific folding of Tyl long terminal

repeat transposon RNA genome", opublikowanej w czasopiSmie Viruses w 2022 r., Pani mgr

Zawadzkawraz z zespolem pochylila sig nad kolejnym frapuj4cym i waLnym aspektem gttNA Ty7, a

mianowicie r62nicami w jego strukturze pomigdzy kompartementami kom6rkowymi. W pierwszym

etapie Doktorantka wykazala - co nie bylo wczeSniej stwierd zone - Le uiry,vany do mapowania

SHAPE odczynnik NMIA wydajnie modyfikuje RNA w j4drze droadLry. Jest to cenna informacja dla
pracuj4cych z t4 technika. Aby okre5li6 strukturg j4drowego gRNA Tyl, kt6ry wykazuje dominuj4c4

cytoplazmatycznE lokalizacjg, Doktorantka postuzyla sig modelem drozdzowym, w kt6rym ekspresji

ulega zmutowana sekwencja Tyl. W tym modelu powstaje pelnej dfugodci RNA Tyl, natomiast brak
funkcjonalnego bialka Gag, co wplywa na akumulacjg gRNA Tyl w j4dne. Zastosowanie takiego
podejscia Doktorantka przekonuj4co argumentuje trudno6ciami z wydajn q izolacj1 integralnych j4der
z kom6rek drozdLy oraz niskim poziomem Tyl w j4drze. Okre6lona przez Doktorankg struktura
j4drowego Tyl gRNA zostala por6wnana ze zdefiniowanq we wczesniejszej pracy struktur4
transpozonu w cytoplazmie oraz in vitro. Analizatawykazala l) duzo mniejsze ustrukturyzowanie in
vivo (czy to w jqdrze czy w cytoplazmie) niz in vitro; 2) znaczqce rohnice w strukturze Tyl migdzy
j4drem a cytoplazm4 i generalnie nizszy poziom ustrukturyzowania w jqdrze.Jest to bardzociekawa i
waLna praca, wskazuj4ca na nowy, istotny aspekt we wzajemnych powi4zaniach pomigdzy struktur4 a
funkcj4 RNA, dodatkowo determinowanych przez srodowisko kom6rkowe. poniewaz jest to pierwsza
praca tego t5rpu, niezmiernie ciekawe bgdzie zbadanie, czy jest to szerzej obserwowane zjawisko
w5r6d innych wirusowych i retrotranspozonowych RNA.

Moje w4tpliwosci budzily analizy prezentowane w podroz dziale3.5 publikacj i nr 2. wykazuj'
one wazn4 rolg bialka Gag w dimeryzacji i cyklizacji gRNA Tyl orazjego odddzialywaniu z
tRNA;M"t, co jest argumentowane brakiem takich oddzialyrvan w jqdrze.Jednak rodzi sig pylanie, czy
nie jest to zwi}zane z brakiem bialka Gag w stosowanym modelu eksperymentalnym. Jedynie na
koricu w dyskusji jest odwolanie do pracy innych autor6w, kt6rzy wykazali,2e bialko Gag nie jest
wykrywane w j}drze' To przemawia za poprawnofci4 stosowanego modelu, jednak powinno byi
bardziej podkreSlone w om6wieniu publikacji.

w pracy wspomniane jest, ze uzyskane wczesniej struktury Tyl gRNA w cytoplazm ie i in
vitro zostaly ponownie przeanalizowane przy pomocy uaktualnionej wersji programu SuperFold. czy
wystgpowaly znacz4ce r62nice w wynikach analizpomigd4z starsz4 a nowsz4 wersj4 programu?
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W om6wieniu publikacji, na str. 24 Doktorantka stwierdza, 2e model struktury j4drowego

gRNA Tyl uzyskany przy pomocy programu SuperFold wykazuje wysok4 zgodno$6 z

eksperymentalnie uzyskanymi danymi. Jednak w poprzednim zdaniu wspomina, Le dane

eksperymentalne zostaty wykorzystane do zbudowania tego modelu. Jest wigc chyba oczywiste, 2e

uzyskany nabazie danych eksperymentalnych model jest z nimi zgodny?

Rozprawa jest przygotowana starannie, jedynie z obowi4zku recenzenta przedstawiam drobne MEdy:

Interpunkcja - miejscami brakuje, a miejscami jest za duzo przecink6w'

Str. 7,,loci" powinno bY6 kursYw4'

Str. l0 ,,rozpoznai1cemu kodon CUU", a nie ,,rozpoznai4cego"'

Str. l5 ,,Niemniej" pisze sig lqcznie.

Str. 22,,:w cig." zamiast,,wi4i." .

podsumowuj4c, pani mgr Malgorzata Zawadzka w przedstawionym zbiorze prac dokonala

kompleksowej analizy struktury drugorzgdowej gRNA Tyl. Cele rozprawy zostaly osi4gnigte i

dostarczyly istotnych, oryginalnych wynik6w. Dzigki pol4czeniu starannie zaplanowanych i

wykonanych eksperyment6w chemicznego mapowania struktury RNA otaz analiz

bioinformatycznych, Doktorantka rzucila nowe Swiatlo na zmiany w strukturze gRNA

retrotranspozonu Tyl w r62nych warunkach eksperymentalnych otaz w zaleLnoici od Srodowiska

kom6rkowego. Ma to implikacje nie tylko dla tego konkretnego RNA bgd4cego przedmiotem

rozprawy, ale bardziej og6lne dla tego typu badari i dostarcza cennych informacji dla naukowc6w

zajmuj4cych sig struktur4 RNA.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa Pani mgr Ma\gorzaty Zawadzkiej zatlrtulowana

,,charakterystyka struktury genomowego RNA retrotranspozonu Tyl w warunkach in vitro oraz na

wybranych etapach replikacji w droLd?ach" oraz publikacje naukowe bgd4ce jej podstawq stanowi4

istotne poszerzenie wiedzy na temat struktury RNA retroerement6w. przedstawiona do recenzji

rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o

szkolnictwie wyhszym i nauce (Dz.U. 22018 t. poz. 1668 ze zm'), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r'

Przepisy wprowadzaj4ce ustawg - Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz'U' 22018 r' poz' 1669

ze zm.) oraz w Sposobie postQpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instlrtucie chemii

Bioorganicmej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr 99l2022llntemet z dnia 9

czerwca 2022 r.). i wnioskujq do Rady Naukowej Inst5rtutu Chemii Bioorganicznej PAN o

dopuszczenie mgr Malgorzaty zawadzkiej do dalszych etap6w postgpowania o nadanie stopnia

doktora. Ponadto, bior4c pod uwagg kompleksowy charakter przedstawionych badafr i analiz oraz

nowatorstwo uzyskanych wynik6w, wnioskujq o wyr62nienie rozprawy'
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