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Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Zawadzkiej pt.
»Charakterystyka struktury genomowego RNA retrotranspozonu Tyl w warunkach in vitro oraz na
wybranych etapach replikacji w drozdzach” zostala przygotowana w Instytucie Chemii Bioorganiczne;j
PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek, prof. ICHB PAN.
Rozprawa zostata przedstawiona w formie zbioru trzech prac opublikowanych w czasopismach z listy
filadelfijskiej w latach 2020-2022 i obejmuje dwie publikacje oryginalne oraz jedna przegladowa. W
dwoch pracach Doktorantka jest pierwszym autorem (w tym w jednej wspolnie z innym autorem, na
zasadzie rownorzednego wkiadu), a w trzeciej publikacji — drugim autorem. Znaczacy wktad Pani mgr
Malgorzaty Zawadzkiej w powstanie wszystkich prac zostal potwierdzony oswiadczeniami samej

Doktorantki oraz Pani Promotor, autorki korespondencyjne;j.

Tematyka badawcza rozprawy dotyczy analizy struktury RNA transpozonu drozdzowego i
wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych w Zakltadzie Struktury i Funkcji Retrotranspozonéw oraz
trendy $wiatowej nauki wskazujace na znaczenie struktury RNA, zwlaszcza tych niekodujacych, dla
ich funkcji. Gtéwnym celem badan Doktorantki bylo poznanie molekularnych aspektéw procesu
replikacji retrotranspozonéw LTR na przykfadzie zmian w strukturze RNA retrotranspozonu Tyl w
trakcie replikacji i w réznych kompartmentach komérkowych. Celowi temu zasadniczo odpowiada cel
szczegbtowy przedstawiony w publikacji nr 2, Zawadzka et al., Viruses, 2022. Natomiast cel
szczegdtowy pierwszej publikacji, Andrzejewska, Zawadzka et al., NAR, 2021 dotyczyt okreslenia
struktury gRNA Tyl w warunkach in vitro i poréwnania do tej uzyskanej in vivo. Ponadto, celem
trzeciej, przegladowej publikacji, bylo usystematyzowanie wiedzy na temat komorkowych
determinantéw zwijania si¢ struktur RNA oraz wplywu struktury RNA na funkcje tych czasteczek.
Wydaje si¢ wigc, Ze gtéwny cel rozprawy mogt zostaé ujety szerzej, by cele szczegdtowe byly w nim

zawarte, a nie stanowily jego rozszerzenie.



RNA jest nosnikiem informacji zakodowanej na dwdch poziomach: w jego sekwencji oraz
strukturze drugo- i trzeciorzedowej. Konformacja, jaka przybiera RNA, jest kluczowa dla stabilnosci,
obrobki i funkcji transkryptow oraz determinuje oddziatywania RNA z biatkami. Kluczowe dla
funkcji RNA motywy czesto s3 wysoce ustrukturyzowane. Stad okreslenie struktury RNA jest bardzo
wazne dla poznania ich funkcji. Nie jest to jednak trywialne zadanie. Mimo coraz to nowszych
algorytméw pozwalajacych na przewidywanie struktury drugorzedowej RNA, nie s3 one doskonate i
ostatecznie niezbedne jest jej eksperymentalne potwierdzenie. Tutaj stosowane s3 metody
chemicznego mapowania, takie jak SHAPE. Opieraja si¢ one na roznej reaktywnosci nukleotydow
RNA z pewnymi czynnikami chemicznymi, w zaleznoci od tego czy dany nukleotyd jest
zaangazowany w oddzialywania z innym nukleotydem, czy tez jest on ,,wolny”. Wigkszo$¢ badan
opiera sie na podejsciu in vitro, ktore jest fatwiejsze z wielu wzgledéw. Jednak nalezy si¢ spodziewal
— i zostalo to pokazane — ze w zlozonym srodowisku, jakim jest wngtrze komorki, czasteczki RNA
moga zwija¢ sie w inne struktury. Stad istotne sa badania majace na celu okre$lenie struktur RNA w

réznych warunkach, a takze na réznych etapach ,,zycia” transkryptow.

Rozprawa liczy 100 stron, rozpoczyna si¢ spisem publikacji oraz streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim; nastepnie przedstawione jest wprowadzenie do pracy. Oprécz przedrukow
publikacji, rozprawa zawiera tez krotki opis kazdej z nich w jezyku polskim. Praca zawiera tez wykaz
skrotéw, zyciorys Doktorantki oraz o$wiadczenia o wkiadzie w publikacje wchodzace w skiad
rozprawy. Przydatny bylby moim zdaniem jeszcze krotki rozdzial zawierajagcy podsumowanie i

wnioski ptynace z prezentowanych prac.

W liczacym 11 stron wstepie Doktorantka przedstawia histori¢ odkrycia ruchomych
elementéw genetycznych oraz ich podzial na transpozony DNA i retrotranspozony. Nastepnie skupia
sie na grupie transpozonéw typu LTR: omawia ich trzy gtéwne rodziny i wskazuje podobienstwa oraz
réznice w odniesieniu do retrowirusow. Sa one przejrzyscie zilustrowane na Rysunku 1., cho¢ w
legendzie zabrakio objasnienia skrotow, takich jak PR, RT, RH, IN. Sg one wprawdzie wyjasnione w
tekscie, ale rysunek powinien by¢ autonomiczna czgscig, ktéra mozna zrozumie¢ bez odnoszenia si¢
do gtéwnego tekstu. Dalej Doktorantka ptynnie przechodzi do charakterystyki retrotranspozonu Tyl,
bedacego przedmiotem jej badan. Szczegétowo omawia jego budowe i cykl zyciowy, a nastepnie
podsumowuje obecny — fragmentaryczny — stan wiedzy na temat struktury drugorzedowej gRNA Tyl,
co jednoczes$nie stanowi uzasadnienie podjetych badan. Ostatnia czgs¢ wprowadzenia stanowi zwiezly
i jasny opis metod wykorzystywanych w okreslaniu struktury wirusowych czasteczek RNA, jak
rowniez wyzwan i trudnosci na tym polu, zwlaszcza jesli chodzi o réznice w strukturze wirusowego
RNA w stanach in virio, ex virio, in vivo i in vitro. Rozdziat ten stanowi przejrzyste, logiczne i spdjne

wprowadzenie w tematyke pracy i $wiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki.



Omawiajac publikacje wehodzace w sktad rozprawy, Pani mgr Zawadzka rozpoczyna od prac
eksperymentalnych. Jednak ja rozpocz¢tam od zapoznania si¢ z — prezentowang jako ostatnig — praca
przegladowa, ktora zawiera wiedz¢ na temat metod badah struktur RNA oraz powigzan migdzy
struktura a funkcja RNA. Moim zdaniem rozdziat ten ulatwia pozniejsza lekture prac oryginalnych i
moéglby byé umieszczony w rozprawie jako pierwszy. W pracy nr 3 zatytutowanej ,,On the Way to
Understanding the Interplay between the RNA Structure and Functions in Cells: A Genome-Wide
Perspective” opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences w roku 2020, wedhug
o$wiadczenia Doktorantka zebrata i przeanalizowala literature odnosnie wptywu struktury RNA na
jego stabilno$¢ i degradacjg oraz na wiazanie bialek. Zauwaza, ze wysokie ustrukturyzowanie RNA w
regionie 5 UTR jest negatywnie skorelowane ze stabilnoscia transkryptéw, podczas gdy struktury
drugorzedowe w regionie 3° UTR powigzane s3 z diuzszym czasem poltrwania i ilosciz RNA w
komorce. Powoluje sie przy tym na badania w komérkach ludzkich, mysich, danio prggowanego i
drozdzy. Kolejny podrozdziat w tej publikacji opracowany przez Doktorantke dotyczy waznej kwestii
dwustronnych zaleznosci pomigdzy struktura RNA a biatkami wigzacymi RNA (RBP). Podkresla
kluczowa role struktury drugorzedowej transkryptow w rozpoznawaniu i wigzaniu biatek RBP, a z

drugiej strony wplyw bialek na modelowanie struktury RNA.

Poza czeScia przygotowang przez Doktorantke, praca ta zawiera tez omdwienie metod
okreélania struktury RNA i jej wptywu na translacje oraz roli modyfikacji RNA w definiowaniu
struktury transkryptow. Razem stanowi to wartosciowe i kompleksowe opracowanie i $wiadczy 0
szerokiej wiedzy Doktorantki. Badanie struktury drugorzedowej RNA i jej zwiazku z funkcjami
transkryptow to obecnie silnie eksplorowane pole, w ktorym wciaz jeszcze wiele pozostaje do
odkrycia. Szczegolnie zainteresowata mnie kwestia roli modyfikacji m*A w okre$laniu struktury RNA

i nasuneta mi pytanie, czy bedacy przedmiotem badah Doktorantki gRNA Tyl ulega takim

modyfikacjom?

W eksperymentalnej pracy nr 1 ,In vivo structure of the Tyl retrotransposon RNA genome”,
opublikowanej W Nucleic Acids Research w 2021 1., Doktorantka okreslita drugorzgdowa strukture
Tyl gRNA w écisle zdefiniowanych warunkach in vitro i poréwnata ja do ustalonej przez
wspotautorke pracy struktury tegoz transpozonu in vivo, w komérkach drozdzy. Pani mgr Zawadzka
uzyskata wysokiej jakosci dane SHAPE i ustalita, ze ponad potowa nukleotydéw gRNA Tyl wykazuje
w warunkach in vitro niska reaktywnos$¢, co $wiadczy o ich zaangazowaniu W struktury
drugorzedowe. Poréwnanie z wynikami dla struktury ustalonej in vivo wykazato, ze Tyl gRNA w
warunkach in vitro wykazuje wieksze ustrukturyzowanie. Dodatkowo, tylko ok. polowa silnie
ustrukturyzowanych regiondw zidentyfikowanych w warunkach in vitro oraz in vivo pokrywata sig
miedzy tymi stanami. Co ciekawe, tylko cze$¢ znanych kluczowych sekwencji regulatorowych Tyl

gRNA wykazywata silne ustrukturyzowanie w obu stanach, podczas gdy inne charakteryzowaly si¢

stabilna struktura jedynie in vivo.



Glownym osiagnigciem tej pracy jest okreslenie struktury kompletnej czasteczki gRNA Tyl,
ktéra dotad zostata poznana jedynie fragmentarycznie. Ponadto, analiza poréwnawcza struktury w
warunach in vitro i in vivo ma ogromne znaczenie, gdyz potwierdzila istotnos¢ warunkow
eksperymentalnych dla okreslania struktury drugorzedowej RNA. W zwigzku z tymi wynikami,

interesuje mnie opinia Doktorantki odnosnie celowosci badania struktury RNA in vitro.

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
Zawadzka wraz z zespotem pochylita si¢ nad kolejnym frapujacym i waznym aspektem gRNA Tyl, a
mianowicie réznicami w jego strukturze pomigdzy kompartementami komérkowymi. W pierwszym
etapie Doktorantka wykazala — co nie byto wczesniej stwierdzone — ze uzywany do mapowania
SHAPE odczynnik NMIA wydajnie modyfikuje RNA w jadrze drozdzy. Jest to cenna informacja dla
pracujacych z tg technika. Aby okresli¢ strukture Jjadrowego gRNA Tyl, ktéry wykazuje dominujaca
cytoplazmatyczng lokalizacje, Doktorantka postuzyta sie modelem drozdzowym, w ktorym ekspresji
ulega zmutowana sekwencja Tyl. W tym modelu powstaje petnej dtugosci RNA Tyl, natomiast brak
funkcjonalnego biatka Gag, co wplywa na akumulacje gRNA Tyl w jadrze. Zastosowanie takiego
podejscia Doktorantka przekonujaco argumentuje trudnosciami z wydajna izolacja integralnych jader
z komérek drozdzy oraz niskim poziomem Tyl w jadrze. Okreslona przez Doktoranke struktura
Jadrowego Tyl gRNA zostala poréwnana ze zdefiniowang we wczesniejszej pracy strukturg
transpozonu w cytoplazmie oraz in vitro. Analiza ta wykazata 1) duzo mniejsze ustrukturyzowanie in
vivo (czy to w jadrze czy w cytoplazmie) niz in vitro; 2) znaczace réznice w strukturze Tyl migdzy
Jadrem a cytoplazmg i generalnie nizszy poziom ustrukturyzowania w Jjadrze. Jest to bardzo ciekawa i
wazna praca, wskazujaca na nowy, istotny aspekt we wzajemnych powigzaniach pomiedzy strukturg a
funkcja RNA, dodatkowo determinowanych przez srodowisko komérkowe. Poniewaz jest to pierwsza
praca tego typu, niezmiernie ciekawe bedzie zbadanie, czy jest to szerzej obserwowane zjawisko

wsrod innych wirusowych i retrotranspozonowych RNA.

Moje watpliwosci budzity analizy prezentowane w podrozdziale 3.5 publikacji nr 2. Wykazuja
one wazna rol¢ biatka Gag w dimeryzacji i cyklizacji gRNA Tyl oraz jego odddziatywaniu z
tRNAM, co jest argumentowane brakiem takich oddzialywan w jadrze. Jednak rodzi si¢ pytanie, cZy
nie jest to zwigzane z brakiem biatka Gag w stosowanym modelu eksperymentalnym. Jedynie na
koficu w dyskusji jest odwotanie do pracy innych autordw, ktérzy wykazali, ze bialko Gag nie jest
wykrywane w jadrze. To przemawia za poprawnoscia stosowanego modelu, jednak powinno by¢

bardziej podkreslone w oméwieniu publikacji.

W pracy wspomniane jest, ze uzyskane wczesniej struktury Tyl gRNA w cytoplazmie i in
vitro zostaty ponownie przeanalizowane przy pomocy uaktualnionej wersji programu SuperFold. Czy

wystepowaly znaczace réznice w wynikach analiz pomiedzy starsza a nowsza wersja programu?



W oméwieniu publikacji, na str. 24 Doktorantka stwierdza, ze model struktury jadrowego
gRNA Tyl wuzyskany przy pomocy programu SuperFold wykazuje wysoka zgodnos¢ z
eksperymentalnie uzyskanymi danymi. Jednak w poprzednim zdaniu wspomina, ze dane
eksperymentalne zostaly wykorzystane do zbudowania tego modelu. Jest wiec chyba oczywiste, ze

uzyskany na bazie danych eksperymentalnych model jest z nimi zgodny?

Rozprawa jest przygotowana starannie, jedynie z obowiazku recenzenta przedstawiam drobne bledy:
Interpunkcja — miejscami brakuje, a miejscami jest za duzo przecinkow.

Str. 7 ,,loci” powinno by¢ kursywa.

Str. 10 ,,rozpoznajacemu kodon CUU”, a nie ,,F0Zpoznajacego’.

Str. 15 ,,Niemniej” pisze si¢ tacznie.

Str. 22 ,,wcigz” zamiast ,,wigz”.

Podsumowujac, Pani mgr Malgorzata Zawadzka w przedstawionym zbiorze prac dokonata
kompleksowej analizy struktury drugorzedowej gRNA Tyl. Cele rozprawy zostaly osiagnigte i
dostarczyly istotnych, oryginalnych wynikow. Dzieki polaczeniu starannie zaplanowanych i
wykonanych  eksperymentow chemicznego ~ mapowania  struktury ~RNA  oraz analiz
bioinformatycznych, Doktorantka rzucita nowe $wiatto na zmiany w strukturze gRNA
retrotranspozonu Tyl w réznych warunkach eksperymentalnych oraz w zaleznosci od srodowiska
komoérkowego. Ma to implikacje nie tylko dla tego konkretnego RNA bedacego przedmiotem
rozprawy, ale bardziej ogélne dla tego typu badan i dostarcza cennych informacji dla naukowcow

zajmujacych sie strukturg RNA.

Stwierdzam zatem, 2ze rozprawa Pani mgr Malgorzaty Zawadzkiej zatytulowana
,,Charakterystyka struktury genomowego RNA retrotranspozonu Tyl w warunkach in vitro oraz na
wybranych etapach replikacji w drozdzach” oraz publikacje naukowe bedace jej podstawa stanowig
istotne poszerzenie wiedzy na temat struktury RNA retroelementow. Przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669
ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania W sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 99/2022/Internet z dnia 9
czerwca 2022 r.). i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o
dopuszczenie mgr Matgorzaty Zawadzkiej do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia
doktora. Ponadto, biorac pod uwage kompleksowy charakter przedstawionych badan i analiz oraz

nowatorstwo uzyskanych wynikow, wnioskuje 0 wyréznienie rozprawy.

A, DL~ Koo (

Agnieszka Dzikiewicz-Krawczyk



