
.! UNrwsnsyrET tiu. Annue MtcxrcwlczA w PozNLNlu
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

P oznah, 27 paldziemika 2022 r.

Dr hab. K. Dorota Raczytiska, prof. UAM
Instytut B iolo gii Molekularnej i B iotechnolo gii
Uniwersytet im. Adama Mickiewiczaw Poznaniu

Recenzja rozprarvy doktorskiej

mgr Malgorzaty Zawadzkiej pt.: ,,Charakterystyka struktury genomowego RNA
retrotranspozonu Tyl w warunkach in vitro oraz nawybranych etapach replikacji w

droZdlach"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zosta\a wykonana pod kierunkiem pani prof.

ICHB PAN, dr hab. Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek, a zrealizowana w ZakJadzie Struktury

i Funkcji Retrotranspozon6w, Instytutu Chemii Bioorganicmej Polskiej Akademii Nauk.

Praca doktorska stanowi cykl trzech prac naukowych, opublikowanych w czasopismach

z listy fi ladelfij skiej, mianowicie:

l) A. Andrzejewska, M. Zawadzka, J. Gumna, D.J. Garfinkel, K. Pachulska-Wieczorek ,,In

vivo structure of the Tyl retrotransposon RNA genome" Nucl. Acids Res., 2021;

49(5):2878-2893

2) M. Zawadzkq A. Andrzejewska-Romanowska, J. Gumna, D.J. Garfinkel, K. Pachulska-

Wieczorek ,,Cell compartrnent-specific folding of the Tyl LTR-retrotransposon RNA

genome" Virus e s, 2022; I 4(9):2007

3) A. Andrzejewska*, M. Zawadzka*, K. Pachulska- Wieczorek ,,On the way to
understanding the interplay between the RNA structure and functions in cells: A genome-

wide perspective" Int. J. Mol. 5ci.,2020;2l(18):6670'

Tematyka badan koncentruje siQ wok6l drugorzqdowej struktury genomu RNA

retrotranspoionu Tyl. Wykorzystuj4c metodq SHAPE, Doktorantkapo tazpierwszy otrrymala

model ii vitro Tyl gRNA oraz model j4drowy tego RNA w kom6rkach dtoZdiry

Soccharomyces cerevisiie.Modelete nastgpnie przyfivtnala do scharakteryzowanych modeli

otrzymanyih w innych warunkach eksperymentalnych. W pracy opublikowaneiw- Nucl' Acids

nes. Ookioruntkaprryr6wnuje strukturg drugorzgdow4Tyl gRNA invitro do struktury invivo,

opisanej wtej sam;j p.u.y, oirzymanej ptzezinnego czlonkatego silmego Zespolu-badawczego'

Z pracy oprrtliko**ej w Viruses poznajemy podobiefrstwl i r6znice struktur Tyl gRNA z

,t nyinetap6w replikacji retrotranspozonu wkom orce droad1owej, tj. wystqpuj4cych w j4drze
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kom6rkowym, w cytoplazmi e otaz w czQstkach wirusopodobnycJr. Podsumowuj4c

"ui*-ni".itze 
wynikitaian opublikowanych w obu pracagh, Autorka wykaza\a, Ze struktura

RNA retrotranspozonu Tyl ii vfvo jest mniej stabilna i bardziej heterogemaruZ strukhra

otrrymana in vitro,"o 11loz" wynikad nie tylko z odmiennych warunk6w eksperymentalnych,

ale takke z tego, 2e Tyl gRNA analizowany w warunkach in vitro nie podlega dimeryzacji i

cy$izacji,kt6ie s4 waZnimi etapami retrotianspozycji wirusa. Z kolejnej pracy plyn4 kolejne

o*iorti, u -ianowicie, ryr gRN-A jest mniej ustrukluryzowany w kom6rce rtr?po spakowaniu

do .r4rt"k wirusopodo-bnyctr cz! w warunkach in vitro. Pewne stabilne i wysoce

ustrukturyzo**" -oty*y ifNA s4 zachowane pomigdry kompartmentami komgrki, j4drem

kom6rkowym i cytoplazm4, przy czym wsp6lne pary zasad stanowi4 gl6wnie oddzialywania

kr6tkiego ,usigg,r. Niemniej, fyt gnNA-jedrorvy jest mniej ustrukturyzowany i bardziej

heterogenny w por6wnaniu-z RNA cytopiazmatycznym, wskazuj4c na istotne rcatan1acje

strukdah; po .krpo..ie retrotranspozonu do cytoplazmy. Ponadto, badania Doktorantki

potwierdzily 
^klu"ro*q 

rolg bialka Cag ah interakcji RNA:RNA waznych dla retrotransporycji

Tvl.
pracaprzeglqdowa to bardzo ciekawa publikacja przedstawiaj4ca 6wczesny stan wredzy

na temat *ply*11 r6imych czynnik6w kom6rkowych na zwiianre sig RNA oraz wzajemnq

korelacjg pomigdzy struktur4 i funkcja RNA w kom6rkach.

Badania Doktorantki maj4 wysok4 wartoS6 naukowE i niewqtpliwie dostarczaj4 nowej

wiedzy na temat wptywu ,,otoclenia" na strukturg RNA. W mojej opinii, na podkre5lenie w tej

,orp.u*i" doktorjciej zasluguje teZ kilka innych kwestii. Mianowicie, badania Autorki

potivierdzily wiele wtzesniejszych obserwacji l:ub tez, dotycz1cych faldowania RNA i faz

cyklu rep[kacyjnego wirus6w. Na przyl<Nad, formowanie oddzialywuh kr6tkiego zasiggu

zachodzituZpo transkrypcji, cyklizacja Tyl gRNA zachodziw cytoplazmie, a bialko Gag Tyl
odgrywa kluczow4 rolg w istotnych dla retrotranspozycji interakcjach RNA:RNA w kom6rce

droZdZowej. Autorka wskazala istotne zmiany w strukturze Ty1 gRNA in vitro i in vivo.

Autorka wykorzystala w eksperymentach zr:gczrty model badawczy, w kt6rym plazmid Tyl
syntetyzowany jest w kom6rkach tylko z plazrnidu po indukcji. Zkolei, do badan struktury Ty 1

gRNA w jqdrz,e, Doktorantka wykorzystala model mutanta zalegajqcego w tym ptzednale

kom6rkowym, tym samym unikngla wykonywania procedury separacji j4dra kom6rkowego.

Autorka poddala artalizie dlugi fragment RNA, 5652 rfi, cryli pelnej dtugo6ci retrotranspozon

Tyl wystgpuj4cy w kom6rce. Wsrystkie eksperymenty zosta\y wykonane w powtarzalnych

warunkach (metoda SHAPE z uiry ciem odczynnika modyfikuj 4cego NMIA).
Z ryciorysu naukowego dowiadujemy sig, Le mgr Malgorzata Zawadzka jest

wsp6lautork4 6 publikacj i, z czego 4 powstaly w trakcie rcalizaqi studi6w doktoranckich.

Uzyskane w trakcie doktoratu wyniki prezentowala na 5 konferencjach, w tym raz w formie

wykladu.

Pod k4tem formalnym uklad pracy odzwierciedla typowy uklad prac doktorskich, kt6rych

osi4gnigcia opisane s4 w publikacjach naukowych. Opr6cz spisu publikacji, znajdujemy

,,Wprowadzenie" do tematyki pracy doktorskiej, czyli tematyki element6w transpozonowych
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ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem retrotranspozonu Tyl. Autorka przybliza metody
wykorzystywane do badan struktury RNA oraz podaje przy*ady opublikowanych wynik6w
badan nad struktur4 RNA wirus6w, kt6ra zmienia sig w zaleimoilci od warunk6w
eksperymentalnych cry kompartmentu kom6rkowego. Dane te s4 nieliczne, tym bardziej
wartoSciowe staj4 sig osi4gnigcia samej Kandydatki, streszczone i doNqczone w kolejnych
rozdzialachprzedstawiajqcych cykl prac naukowych wchodz4cych w sklad rozprawy. gadania
zostaly opublikowane w czasopismach z listy frladelfrjskiej Nucleic Acids Resiarci, Viruses i
International Journal of Molecular Sciences, o wartoSciach wsp6lczynnika wplywu IF,
odpowiednio, 19,160, 5,818 i 5,923. S4 to czasopisma recelzowane, w z-wiryku z tym
opublikowane w nich prace, w tym r6wnie2 prace mgr Ma\gorzaty Zawadzkiej, sq wysokiej
jakoSci. Warto jednak wspomnied, 2e pozostala czE56 rozprawy, rozdzialy ,,Streszczenie'l
,,Wprowadzetie'0, ,,Skr6towy opis prac", s4 r6wnieZ napisane poprawn1 polszczyrtq, z
wlaSciwym doborem sl6w i majomoSci4 terminologii w zakresie dyscypliny. Autorka unika
Zargonu laboratoryjnego, zdarria sq jasne, wnioski sformulowane poprawnie. Zdarzajy sig
naprawdg nieliczre blgdy, przecinki w niewtaSciwych miejscach, czy nienEczne
sformulowania typu ,,powstale cDNA importowane jest" zarriast ,,powstaly oDNA
importowany jest", ,,oddzialywania typu watsona-Cricka" zamiast ,,oddziaNywartia typu
Watson-Crick", kt6re jednak nie umniejszaj1duZej wartoSci naukowej niniejszej pracy.

W trakcie czytaria niniejszej rozprary nasunglo mi sig kilka pytan, mianowicie:
l. Z opublikowanych prac wynika, 2e t?yte w badaniach szczepy droZ&Zowe DG3408 i
DG34I2, nie zawieraj4 w swoim genomie indnych endogennych kopii element6w Tyl, a
ekspresja Tyl zachodzi z :udrelokopijnego plazmidu po indukcji. Cry Autorka jest pevrn4 2e
analizowalapulg jednego, egzogennego RNA Tyl? W kom6rkach droh&Zowychtypu dzikiego
wystgpuje wigcej izoform transpozonu Tyl. Czy wiadomo, jaki jest stopieri
zr6zricowania/mutacji w DNA rlimych kopii Tyl i jak zniany te odnosz4 sig do struktury
RNA (5652 nt) opisanej w niniejszej pracy?

2. Jak opisuje Autork4 ,,tylko ok.l1oh z transkrypt6w Tyl jest poliadenylowanych. Mimo to,
RNA Tyl cechuj4 sig bardzo wysok4 stabilnoSci4 i stanowi4 nawet do 0,8% wsrystkich RNA
wkom6rce" - cry wiadomo, jaki mechanizm odpowiadazakierowanie tylko niekt6rychztych
transkrypt6w do poliadenylacji? Jak wygl4da dojrzewanie i koniec 3' niepoliadenylowanych
form? Jakie crynniki/mechanizmy decyduj4 o wysokiej stabilno6ci RNA Tyl?

3. Wiadomo, ze modyfikacje potranskrypcyjne mogq zmienial strukturg RNA. W pracy
przeglEdowej sama Autorka porusza temat wplywu naturalnie wystgpuj4cych modyfikacji
RNA, w tym N6-metyloadenozyny, na strukturg mRNA. W badaniach Doktorantki
obserwujemy r62nice w strukturze analizowanej w warunkach in vivo i in vitro. Czy
Doktorantka romraiala, ize modyfikacje potranskrypcyjne mog4 wplynqd na strukturg RNA
Tyl w kom6rce? Czy col wiadomo na temat modyfikacji potranskrypcyjnych, kt6rym podlega
Tyl , w j4drze lub w cytoplazmie? Je5li tak, j aki mogq one mie6 wplyw na strukturg RNA Ty 1 ?

Nie jest to dyskutowane w Zadnej pracy eksperymentalnej.
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4. Jak juzwspomnialam, badania naukowe Doktorantki, przedstawione w niniejszej rozprawie,

dostarczaj4ce wiedzy na temat vWtywu ,,otoczenit' na strukturq RNA, w tym na r62nica w

strukturze RNA otrzymanej w badaniach tn vitro w por6wnaniu z t4 in vivo, s4 bardzo

warto5ciowe. Skoro jidnak wiadomo, 2e Srodowisko, oddzialywania zbiattkatni, z tRNA czy

kompleksem rybosoinu, zmienia konformacjg RNA, jaki jest, zdaniem Autorki, cel badan

struktury RNA jn vitro? Zwlaszcza,gdy badania mog4 mie6 wartoS6 medycm\/terapettyczn4.
podkre5ig, 2e moje pytanie wynika z czystej chgci przeprowadzenia dyskusji naukowej,

absolutnie nie ma na celu podwazania istoty badan, kt6re Pani przeprowadzlla.

podsumowuj 4c, rozprawg doktorsk4 Pani mgr Malgorzaty Zawadzkiei uwaZam za

wartoSciow4 naukowo i przeczytalam j4 z dtzym zainteresowaniem. Badania naukowe

Doktorantki niew4tpliwie dostarczaj4 nowej wiedzy na temat wptywu ,,otoczerlia" na strukturg

RNA, o czympamigta6 powinni wszyscy badacze RNA. Jej wyniki wypetniaj4 r6w-nie2lukg w

wiedzy dotyci1cej zmian strukturalnych zachodz4cych podczas przemieszczania siE RNA

pomigdzy r6imymi przedziaNarri w kom6rce. Przedstawiona do recenzji rozptawa doktorska

spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia}}lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie vtyhszym

i nauce (Dz.IJ. z 2018 r. poz.l668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy

wprowadzaj4ce ustawg - Prawo o szkolnictwie wyhszym i nauce (Dz.U. 22018 r. poz. 1669 ze

zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w InsQrtucie Chemii

Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr 99l2022l1ntemet z

dnia 9 czerwca2022 r) i wnioskujg do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN

o dopuszczenie mgr Malgorzaty Zawadzkiej do dalszych etap6w postEpowania o nadanie

stopnia doktora. Jednoczesnie, z uwagi na wysok4 wartoSd naukow4 osi4gniq6 mgr Matgorzaty

Zawadzkiej. wnioskujg do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o

wyr62nienie niniej szej rozprary doktorskiej.
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