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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Matgorzaty Zawadzkiej pt.: ,,Charakterystyka struktury genomowego RNA
retrotranspozonu Ty1 w warunkach in vitro oraz na wybranych etapach replikacji w
drozdzach”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem pani prof.
ICHB PAN, dr hab. Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek, a zrealizowana w Zakladzie Struktury
i Funkcji Retrotranspozon6w, Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.

Praca doktorska stanowi cykl trzech prac naukowych, opublikowanych w czasopismach
z listy filadelfijskiej, mianowicie:

1)  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. Zawadzka, A. Andrzejewska-Romanowska, J. Gumna, D.J. Garfinkel, K. Pachulska-
Wieczorek ,,Cell compartment-specific folding of the Tyl LTR-retrotransposon RNA
genome” Viruses, 2022; 14(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. Sci., 2020; 21(18):6670.

Tematyka badan koncentruje si¢ wokot drugorzedowej struktury genomu RNA
retrotranspozonu Ty1. Wykorzystujac metod¢ SHAPE, Doktorantka po raz pierwszy otrzymaita
model in vitro Tyl gRNA oraz model jadrowy tego RNA w komorkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Modele te nastgpnie przyréwnata do scharakteryzowanych modeli
otrzymanych w innych warunkach cksperymentalnych. W pracy opublikowanej w Nucl. Acids
Res. Doktorantka przyrownuje strukture drugorzedowa Tyl gRNA in vitro do struktury in vivo,
opisanej w tej samej pracy, otrzymanej przez innego cztonka tego samego Zespotu badawczego.
Z pracy opublikowanej w Viruses poznajemy podobienstwa i roznice struktur Tyl gRNA z
réznych etapow replikacji retrotranspozonu w komorce drozdzowej, tj. wystepujacych w jadrze
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komorkowym, w cytoplazmie oraz W czastkach wirusopodobnych. Podsumowujac
najwazniejsze wyniki badaf opublikowanych w obu pracach, Autorka wykazata, ze struktura
RNA retrotranspozonu Tyl in vivo jest mniej stabilna i bardziej heterogenna niz struktura
otrzymana in vitro, co moze wynika¢ nie tylko z odmiennych warunkéw eksperymentalnych,
ale takze z tego, ze Tyl gRNA analizowany w warunkach in vitro nie podlega dimeryzacji i
cyklizacji, ktére sa waznymi etapami retrotranspozycji wirusa. Z kolejnej pracy ptyna kolejne
whnioski, a mianowicie, Tyl gRNA jest mniej ustrukturyzowany w komorce niz po spakowaniu
do czastek wirusopodobnych czy w warunkach in vitro. Pewne stabilne i wysoce
ustrukturyzowane motywy RNA sg zachowane pomigdzy kompartmentami komérki, jadrem
komérkowym i cytoplazma, przy czym wspolne pary zasad stanowia glownie oddzialywania
krotkiego zasiegu. Niemniej, Tyl gRNA jadrowy jest mniej ustrukturyzowany i bardziej
heterogenny w poréwnaniu z RNA cytoplazmatycznym, wskazujgc na istotne rearanzacje
strukturalne po eksporcie retrotranspozonu do cytoplazmy. Ponadto, badania Doktorantki
potwierdzity kluczowg role biatka Gag dla interakcji RNA:RNA waznych dla retrotranspozycji
Tyl.

Praca przegladowa to bardzo ciekawa publikacja przedstawiajaca dwczesny stan wiedzy
na temat wptywu réznych czynnikow komérkowych na zwijanie si¢ RNA oraz wzajemng
korelacje pomiedzy struktura i funkcja RNA w komorkach.

Badania Doktorantki maja wysoka warto$¢ naukowa i niewatpliwie dostarczaja nowej
wiedzy na temat wptywu ,,0toczenia” na strukturg RNA. W mojej opinii, na podkreslenie w tej
rozprawie doktorskiej zastuguje tez kilka innych kwestii. Mianowicie, badania Autorki
potwierdzity wiele wezesniejszych obserwacji lub tez, dotyczacych faldowania RNA i faz
cyklu replikacyjnego wirusow. Na przyktad, formowanie oddzialywan krétkiego zasi¢gu
zachodzi tuz po transkrypcji, cyklizacja Tyl gRNA zachodzi w cytoplazmie, a biatko Gag Tyl
odgrywa kluczows role w istotnych dla retrotranspozycji interakej ach RNA:RNA w komorce
drozdzowej. Autorka wskazala istotne zmiany w strukturze Tyl gRNA in vitro i in vivo.
Autorka wykorzystata w eksperymentach zreczny model badawczy, w ktorym plazmid Tyl
syntetyzowany jest w komoérkach tylko z plazmidu po indukcji. Z kolei, do badan struktury Ty1
gRNA w jadrze, Doktorantka wykorzystala model mutanta zalegajacego w tym przedziale
komérkowym, tym samym unikneta wykonywania procedury separacji jadra komérkowego.
Autorka poddata analizie dlugi fragment RNA, 5652 nt, czyli pelnej dtugosci retrotranspozon
Tyl wystepujacy w komérce. Wszystkie eksperymenty zostaty wykonane w powtarzalnych
warunkach (metoda SHAPE z uzyciem odczynnika modyfikujagcego NMIA).

Z zyciorysu naukowego dowiadujemy sig, ze mgr Malgorzata Zawadzka jest
wspblautorka 6 publikacji, z czego 4 powstaty w trakcie realizacji studiow doktoranckich.
Uzyskane w trakcie doktoratu wyniki prezentowata na 5 konferencjach, w tym raz w formie
wyktadu.

Pod katem formalnym uklad pracy odzwierciedla typowy uktad prac doktorskich, ktérych

osiagniecia opisane s3 w publikacjach naukowych. Oprécz spisu publikacji, znajdujemy
,,Wprowadzenie” do tematyki pracy doktorskiej, czyli tematyki elementéw transpozonowych
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ze szezegOlnym uwzglednieniem retrotranspozonu Tyl. Autorka przybliza metody
wykorzystywane do badaf struktury RNA oraz podaje przyklady opublikowanych wynikow
badan nad strukturg RNA wiruséw, ktéra zmienia sie¢ w zalezno$ci od warunkow
eksperymentalnych czy kompartmentu komérkowego. Dane te sa nieliczne, tym bardziej
wartosciowe staja si¢ osiagniecia samej Kandydatki, streszczone i dotaczone w kolejnych
rozdziatach przedstawiajacych cykl prac naukowych wchodzacych w skiad rozprawy. Badania
zostaly opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej: Nucleic Acids Research, Viruses i
International Journal of Molecular Sciences, o wartosciach wspotczynnika wplywu IF,
odpowiednio, 19,160, 5,818 i 5,923. Sa to czasopisma recenzowane, w zwigzku z tym
opublikowane w nich prace, w tym réwniez prace mgr Matgorzaty Zawadzkiej, sa wysokiej
jakosci. Warto jednak wspomnieé, ze pozostata czesé rozprawy, rozdzialy ,,Streszczenie”,
»Wprowadzenie”, ,,Skrétowy opis prac”, sa réwniez napisane poprawng polszczyzna, z
wlasciwym doborem stéw i znajomoscia terminologii w zakresie dyscypliny. Autorka unika
zargonu laboratoryjnego, zdania sg jasne, wnioski sformutowane poprawnie. Zdarzaja sie
naprawde¢ nieliczne bledy, przecinki w niewlasciwych miejscach, czy niezreczne
sformutowania typu ,powstale ¢cDNA importowane jest” zamiast ,,powstaly cDNA
importowany jest”, ,,oddziatywania typu Watsona-Cricka” zamiast ,,0ddziatywania typu
Watson-Crick”, ktére jednak nie umniejszaja duzej wartosci naukowej niniejszej pracy.

W trakcie czytania niniejszej rozprawy nasuneto mi sie kilka pytafi, mianowicie:

1. Z opublikowanych prac wynika, ze uzyte w badaniach szczepy drozdzowe DG3408 i
DG3412, nie zawieraja w swoim genomie zadnych endogennych kopii elementéw Tyl, a
ekspresja Tyl zachodzi z wielokopijnego plazmidu po indukcji. Czy Autorka jest pewna, ze
analizowata pul¢ jednego, egzogennego RNA Ty1? W komérkach drozdzowych typu dzikiego
wystepuje wigcej izoform transpozonu Tyl. Czy wiadomo, jaki jest stopief
zréznicowania/mutacji w DNA réznych kopii Tyl i jak zmiany te odnoszg si¢ do struktury
RNA (5652 nt) opisanej w niniejszej pracy?

2. Jak opisuje Autorka, ,,tylko ok. 15% z transkryptéw Tyl jest poliadenylowanych. Mimo to,
RNA Tyl cechuja si¢ bardzo wysoka stabilnoscig i stanowig nawet do 0,8% wszystkich RNA
w komérce” — czy wiadomo, jaki mechanizm odpowiada za kierowanie tylko niektorych z tych
transkryptéw do poliadenylacji? Jak wyglada dojrzewanie i koniec 3’ niepoliadenylowanych
form? Jakie czynniki/mechanizmy decydujg o wysokiej stabilnosci RNA Ty1?

3. Wiadomo, ze modyfikacje potranskrypcyjne mogg zmienia¢ strukture RNA. W pracy
przegladowe] sama Autorka porusza temat wplywu naturalnie wystepujacych modyfikacji
RNA, w tym N6-metyloadenozyny, na strukture mRNA. W badaniach Doktorantki
obserwujemy réznice w strukturze analizowanej w warunkach in vivo i in vitro. Czy
Doktorantka rozwazala, ze modyfikacje potranskrypcyjne moga wplyna¢ na strukture RNA
Tyl w komérce? Czy co§ wiadomo na temat modyfikacji potranskrypcyjnych, ktérym podlega
Tyl, w jadrze lub w cytoplazmie? Jesli tak, jaki mogg one mie¢ wpltyw na strukture RNA Ty1?
Nie jest to dyskutowane w zadnej pracy eksperymentalne;.
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4. Jak juz wspomniatam, badania naukowe Doktorantki, przedstawione w niniejszej rozprawie,
dostarczajace wiedzy na temat wptywu ,,0toczenia™ na strukture RNA, w tym na r6znicg w
strukturze RNA otrzymanej w badaniach in vitro w poréwnaniu z ta in vivo, s3 bardzo
wartosciowe. Skoro jednak wiadomo, ze srodowisko, oddzialywania z biatkami, z tRNA czy
kompleksem rybosomu, zmienia konformacj¢ RNA, jaki jest, zdaniem Autorki, cel badan
struktury RNA in vitro? Zwlaszcza, gdy badania moga mie¢ warto$¢ medyczna/terapeutyczng.
Podkresle, ze moje pytanie wynika z czystej checi przeprowadzenia dyskusji naukowej,
absolutnie nie ma na celu podwazania istoty badan, ktére Pani przeprowadzita.

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pani mgr Matgorzaty Zawadzkiej uwazam za
wartosciowa naukowo i przeczytatam ja z duzym zainteresowaniem. Badania naukowe
Doktorantki niewatpliwie dostarczaja nowej wiedzy na temat wptywu ,,otoczenia” na strukture
RNA, o czym pamietaé powinni wszyscy badacze RNA. Jej wyniki wypelniajg réwniez lukg w
wiedzy dotyczacej zmian strukturalnych zachodzacych podczas przemieszczania si¢ RNA
pomiedzy réznymi przedziatami w komorce. 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. poz1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — 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 wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
o dopuszczenie mgr Malgorzaty Zawadzkiej do dalszych etapéw postgpowania o nadanie
stopnia doktora. Jednoczesnie, z uwagi na wysoka warto$¢ naukowa osiggni¢¢ mgr Matgorzaty
Zawadzkiej, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o
wyroznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.
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Katarzyna Dorota Raczynska
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