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dr hab. Rafat Tomecki
Pracownia Dojrzewania i Degradacji RNA
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Festiny Zawadzkiej
“Charakterystyka struktury genomowego RNA retrotranspozonu Tyl w warunkach
in vitro oraz na wybranych etapach replikacji w drozdzach”.

Ogdlne informacje na temat ocenianej rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Festiny Zawadzkiej zostata wykonana w
Zaktadzie Struktury i Funkcji Retrotranspozondéw pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek,
prof. IChB PAN.

Tematyka ocenianej pracy jest zwigzana z analizg molekularnych podstaw replikacji
retrotranspozondw LTR i dotyczy w szczegdlnosci zmian struktury RNA retrotranspozondéw zwigzanych z
przemieszczaniem sie tych czgsteczek miedzy réznymi przedziatami wewngtrzkomérkowymi w trakcie cyklu
replikacyjnego.

Gtéwne cele projektu rozprawy doktorskiej zostaty stosunkowo precyzyjnie sformutowane, a
zaktadaty poréwnanie struktur genomowego RNA (gRNA) retrotranspozonu Tyl drozdzy Saccharomyces,
ktore ta czgsteczka przyjmuje in vitro oraz in vivo, przy czym w drugim przypadku Autorka postanowita
przeanalizowa¢ podobienstwa i réznice pomiedzy gRNA Tyl obecnym w jadrze komdrkowym, czastkach
wirusopodobnych oraz w cytoplazmie S. cerevisiae. Wspomniane cele szczegdtowe zostaty osiggniete.

Trzon rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Festiny Zawadzkiej stanowig trzy publikacje — dwie
oryginalne i jedna przeglagdowa, ktére ukazaty sie w latach 2020-2022 w recenzowanych czasopismach
anglojezycznych o zasiegu miedzynarodowym, indeksowanych w bazach danych Scopus i Journal Citation
Reports. Jedna z prac oryginalnych, w ktérych Kandydatka do stopnia naukowego jest drugg autorka, zostata
opublikowana w prestizowym Nucleic Acids Research. Druga praca oryginalna oraz praca przeglagdowa
ukazaty sie natomiast w nieselekcyjnych czasopismach kontrowersyjnego wydawcy MDPI (odpowiednio:
Viruses oraz International Journal of Molecular Sciences). Mgr Matgorzata Festina Zawadzka jest pierwszg
autorka publikacji w Viruses oraz pierwszg rownorzedng autorka (wraz z mgr Angelikg Andrzejewska) pracy
opublikowanej w Int. J. Mol. Sci. Sumaryczny wspétczynnik wptywu czasopism, w ktérych zostaty
opublikowane wspomniane prace (zgodnie z rokiem publikacji) wynosi niemal 31, a liczba punktow
ministerialnych — 440. Z czysto parametrycznego czy bibliometrycznego punktu widzenia wartosci te nalezy
uznac za bardzo dobre w Swietle ubiegania sie o stopien naukowy doktora. Nieco gorzej wyglgda kwestia
cytowan opublikowanych prac, szczegdlnie eksperymentalnych — praca z Nucleic Acids Research nie byta
dotad cytowana przez autorow spoza IChB PAN, podobnie jak praca z czasopisma Viruses. Oczywiscie mam
Swiadomos¢, ze publikacje te (w szczegdlnosci druga) sg obecne w obiegu naukowym od niedawna, wiec
aspekt cytowalnosci powinien w przysztosci ulec poprawie. Praca przeglagdowa z Int. J. Mol. Sci. byta
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natomiast cytowana 6-krotnie przez autoréw z innych laboratoriow od momentu opublikowania dwa lata
temu.

Cykl publikacji sktadajgcych sie na rozprawe doktorska jest spdjny tematycznie. W eksperymentalnej
pracy nr 1 (Nucleic Acids Research, 2021) mgr Zawadzka brata udziat w poréwnaniu struktur gRNA Ty1 in vitro
oraz in vivo. W eksperymentalnej publikacji nr 2 (Viruses, 2022), w przypadku ktérej wktad mgr Zawadzkiej
byt najbardziej znaczacy, poréwnane zostaty struktury gRNA Tyl obecnego w réznych kompartmentach.
Praca przegladowa nr 3 (International Journal of Molecular Sciences, 2020) porusza wybrane zagadnienia
zwigzane z zaleznosciami miedzy strukturg a funkcjg czasteczek RNA. Trzeba jednak zauwazyé, ze ta ostatnia
praca ukazata sie przed publikacjami oryginalnymi, a zatem nie zawiera krytycznego omoéwienia wynikow
wtasnych Autorki w kontekscie badan prowadzonych w innych laboratoriach. Nie znajduje tam nawet zbyt
wielu informacji na temat struktury i funkcji retrotranspozonéw. Nie mam jednak watpliwosci, ze udziat w
przygotowaniu takiego opracowania pozwolit Autorce przynajmniej w stopniu ogdlnym zapoznac sie z
problematyka wptywu zmian w strukturze RNA na jego funkcje i wtasciwosci (np. stabilnos¢ i wykorzystanie
jako matrycy do translacji, podatnos¢ na modyfikacje i oddziatywanie z biatkami wigzgcymi RNA). Wptynat
rowniez zapewne na swiadomos¢ Autorki dotyczacg mozliwych rdznic w strukturze transkryptéw, w
zaleznosci od przedziatu wewngatrzkomdrkowego w ktérym czasteczki RNA sie znajdujg, co miato kluczowe
znaczenie z punktu widzenia formutowania pytan biologicznych dotyczgcych gRNA Tyl, na ktére Autorka
starata sie odpowiedzieé¢ w pracach o charakterze doswiadczalnym.

Ocena czesci rozprawy napisanej w jezyku polskim

Poza kopiami wspomnianych prac Autorka zamiescita na poczatku rozprawy krotki wstep teoretyczny i
przedstawita cel naukowy prac badawczych oraz opisata w syntetyczny sposéb wyniki uzyskane w
poszczegdlnych publikacjach w jezyku polskim, odwotujac sie do ponad 80 pozyciji literaturowych. Zgodnie z
wymogami dotyczgcymi postepowan w sprawie nadania stopnia doktora wg trybu studiéw Il stopnia w
ktérych uczestniczyta mgr Zawadzka, na koncu rozprawy zostaty zamieszczone zgodne os$wiadczenia
Doktorantki oraz Promotorki dotyczace udziatu Kandydatki do stopnia naukowego w przygotowaniu
poszczegdlnych publikacji.

We wprowadzeniu, ktére w miare dobrze przestawia zastany stan wiedzy poprzedzajacy realizacje
projektu pracy doktorskiej mgr Zawadzkiej, Autorka na poczatku kréotko omoéwita historie badan nad
elementami transpozycyjnymi, mechanizmy ich propagacji w genomie oraz klasyfikacje transpozonéw. W
moim odczuciu pomocna bytaby ilustracja przedstawiajgca rézne typy transpozondw, rdzinice miedzy
transpozonami DNA i retrotranspozonami i sposoby ich rozprzestrzeniania sie w genomie. W kolejnym
podrozdziale Doktorantka zaprezentowata pordwnanie (w tym graficzne) organizacji genetycznej
retroelementéw nalezgcych wraz z infekcyjnymi retrowirusami do tej samej jednostki taksonomicznej —rzedu
Ortervirales, zwracajgc uwage na fakt, ze retrotranspozony LTR w odréznieniu od retrowiruséw nie zawierajg
genu env, w nastepstwie czego cykl replikacji retrotranspozonéw LTR odbywa sie w obrebie jednej komérki.
Dalej oméwiony zostat ogdlny mechanizm replikacji retrotranspozonéw LTR, po czym w kolejnym
podrozdziale Autorka scharakteryzowata dokfadniej retrotranspozon Tyl, stanowigcy przedmiot
prowadzonych przez Nig badan, oraz jego cykl replikacyjny. Omdwiona zostata struktura powtérzen LTR na
poziomie DNA, scharakteryzowano transkrypt Ty1, przedyskutowano kwestie obecnosci kotranskrypcyjnych
modyfikacji jego koncdw oraz wspomniano o mechanizmie eksportu z jadra do cytoplazmy. Wyjasniono
pojecie retrosomow (ciatek T), wskazujac je jako miejsca akumulacji RNA Ty1 i kodowanych przez niego biatek
przed formowaniem czgstek wirusopodobnych (ang. VLPs — virus-like particles). Dalej Doktorantka opisata
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poliproteiny powstajgce na matrycy RNA Tyl, mechanizm molekularny prowadzgcy do syntezy biatka
fuzyjnego Gag-Pol, sposdb formowania VLPs i ich sktad oraz do kolejnos¢ proteolitycznych cie¢, ktérych
efektem jest powstanie dojrzatych biatek niezbednych do prawidtowego przebiegu retrotranspozycji. Ta
cze$¢ wprowadzenia konczy sie oméwieniem mechanizmu retrotranspozycji i wzmiankg o niskiej czestosci
tego procesu. Opisowi towarzyszy informatywna rycina, tym niemniej mam pewng uwage krytyczna
dotyczacg jej duzego podobienstwa do rysunku zaprezentowanego w publikacji Pachulska i wsp., Viruses
2016, przy czym mgr Zawadzka nie podata pierwotnego Zrddta ilustracji w legendzie do Rysunku 3 i nie
wskazata, ze jest on zmodyfikowang wersjg opublikowanej wczesniej ilustracji. Dalej Autorka rozprawy
omoéwita role, jakg petni biatko Gag w rdznych zjawiskach umozliwiajgcych retrotranspozycje, w tym
wspomniata o promowaniu oddziatywarn RNA:RNA odpowiedzialnych za dimeryzacje i cyklizacje gRNA Ty1.
Zwrdcita jednoczesnie uwage na brak informacji in vivo, ktére dowodzityby udziatu Gag w tych interakcjach,
a ktére zostaty uzupetnione w wyniku badan przedstawionych w doswiadczalnej pracy nr 2 wchodzacej w
sktad ocenianej rozprawy. Kolejny rozdziat Wprowadzenia zostat poswiecony szczegétom fragmentéw
struktury gRNA Tyl scharakteryzowanym we wczesniejszych badaniach i uwypukleniu funkcji elementow
odpowiedzialnych za dimeryzacje, cyklizacje, przytaczanie startera do odwrotnej transkrypcji oraz
formowanie pseudowezta. Musze wspomniec réwniez o Rysunku 4, ktéry przedstawia miedzy innymi sposéb
parowania startera tRNA®t z sekwencjami PBS, Box0 i Box1 na koricu 5’ gRNA Ty1 — tutaj Autorka odwotata
sie co prawda do publikacji Purzycka i wsp., Nucleic Acids Research 2013, ale napisata, ze rysunek zostat
przygotowany na podstawie ryciny nr 3 z tej publikacji, podczas gdy w rzeczywistosci zostat z niej praktycznie
skopiowany. Ostatni rozdziat wprowadzenia koncentruje sie na technicznych aspektach podejs¢
metodologicznych do badania struktur RNA, gtéwnie wariacjach metody SHAPE i stosowanych odczynnikach,
przy czym Doktorantka podaje kilka przyktadéw literaturowych wykorzystania tego typu technik, w tym
stanowigcych kamienie milowe w badaniach strukturalnych RNA. W ostatnim akapicie Autorka starata sie
uargumentowacd zasadnos$¢ podjecia przez siebie tematyki badawczej zwigzanej z charakterystyka struktur
gRNA Tyl o réznym pochodzeniu, co zasadniczo sie Jej udato, natomiast sposéb zakonczenia tego akapitu,
rozdziatu i catego Wprowadzenia pozostawia niedosyt. Spodziewatbym sie chociazby jednego zdania
podsumowania, w ktdrym mogtoby zostac¢ zawarte stwierdzenie, ze pordwnanie struktur gRNA Ty1 z réznych
etapéw cyklu replikacyjnego jest niezwykle uzasadnione, biorgc pod uwage informacje literaturowe
dotyczace réznych organizmoéow modelowych, wskazujgce na brak klarownych regut dotyczgcych réznic
pomiedzy czagsteczkami RNA obecnymi w réznych przedziatach wewngatrzkomérkowych.

Pomimo niewielkiej objetosci tekstu w jezyku polskim Autorka rozprawy nie ustrzegta sie btedow
edytorskich i jezykowych. Ponadto znaki interpunkcyjne, w szczegdlnosci przecinki, stosowane sg najczesciej
zupetnie przypadkowo. Nie rzutuje to znaczgco na jako$é rozprawy, ale swiadczy o pewnym braku dbatosci o
szczegodty, ktérym powinien cechowac sie kandydat do stopnia naukowego. Z obowigzku recenzenta podaje
ponizej wybrane przyktady uchybien i niezrecznych sformutowan zawartych w pracy:

- str. 5iin.: szyk wyrazéw w zwrocie ,, Tyl gRNA” jest kalka z jezyka angielskiego (powinno by¢ ,gRNA Ty1”);
- str. 5: struktury makroczasteczek raczej sie nie ,,otrzymuje”, lecz ,,bada”, , opisuje”, wzglednie ,rozwigzuje”;
- str. 5: prace przeglagdowe nie przyczyniajg sie do lepszego ,rozumienia” zjawisk biologicznych przez ich
autoréw, lecz do ,,systematyzowania” opisywanej tematyki;

- str. 7: sadze, ze Autorka mogta pokusi¢ sie o odwotanie do artykutéw opublikowanych w bardziej
rozpoznawalnych periodykach niz Methods in Molecular Biology czy Postepy Biochemii w odniesieniu do

INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI www.ibb.edu.pl secretariate@ibb.waw.pl
POLSKIEJ AKADEMII NAUK Tel.: +48 22 592 21 45, Faks: +48 22 592 21 90
ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa, Polska NIP: 5261039742, REGON: 000325819

Strona3z11



http://www.ibb.edu.pl/
mailto:secretariate@ibb.waw.pl

) INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI
[ POLSKIEJ AKADEMII NAUK

stwierdzenia dotyczacego istotnej roli elementéw transpozycyjnych w tworzeniu genomdéw wiruséw i
organizméw;

- str. 8: sformutowanie ,,cykl zyciowy wirusa” jest niefortunne z uwagi na fakt, ze wirusy nie sg organizmami
i nie wykazuja funkcji Zzyciowych; rozumiem, Ze jest to rowniez nastepstwo bezposredniego ttumaczenia z
jezyka angielskiego; uwazam, ze bardziej wtasciwe bytoby jednak pisanie o ,cyklu replikacyjnym” czy
»Propagacji”, ewentualnie ujmowanie zwrotu ,,cykl zyciowy” w cudzystéw;

- str. 9: ,,Procesy te réznig sie jednak w szczegétach u réznych retroelementédw” — bardziej wtasciwe bytoby
napisanie ,dla réznych retroelementéw” albo ,w przypadku réznych retroelementéw”;

- str. 10: ,Pauza umozliwia znajdujgcemu sie w miejscu P tRNAYA®, rozpoznajgcego (...)” — powinno by¢
,rfozpoznajgcemu”;

III

- str. 10, 11 i in.: szyk wyrazéw w zwrocie ,polimeraza RNA II/II
(powinno by¢ ,,polimeraza 11/1ll RNA”);

jest rowniez kalka z jezyka angielskiego

- str. 11 i in.: kwas nukleinowy (RNA/DNA) w jezyku polskim jest rodzaju meskiego; w wielu miejscach w
rozprawie koncéwki przymiotnikdw sg natomiast charakterystyczne dla rodzaju nijakiego (np. ,,(...) a powstate
cDNA wraz z integrazag importowane jest do jgdra komoérkowego (..)” — powinno by¢ ,powstaty,
importowany”);

- str. 12: stowo ,homologia” wskazuje na pokrewienstwo ewolucyjne sekwencji i nie powinno sie go uzywacd
w zestawieniu z przymiotnikiem ,niski”; powinno sie méwi¢ raczej o ,,niskim podobienstwie sekwencji”;

- str. 12: ,transkrypty Tyl akumulujg w jadrze komérkowym” — powinno by¢ ,transkrypty Tyl akumuluija sie
w jadrze komdérkowym”;

- str. 12: ,,(...) Gag Tyl wykazuje aktywnos¢ opiekuniczg wzgledem do kwaséw nukleinowych (...)” — powinno
by¢ ,wzgledem kwasdéw nukleinowych”; ponadto, stowo ,aktywnos$¢” kojarzy sie dos¢ jednoznacznie z
enzymami; w tym przypadku bardziej trafne bytoby sformutowanie ,Gag Ty1 petni funkcje opiekuricza”;

- str. 15: tytut rozdziatu 3.6. Badanie struktury wirusowych RNA sugeruje, ze opisywane przez Autorke metody
wykorzystuje sie wytgcznie do badania struktury RNA wiruséw;

-str.15iin.: ,(...) zaowocowaty powstaniem szeregu reagentdw modyfikujgcych (...)”, ,,(...) w przeciwienstwie
jednak do reagentéw SHAPE (...)” — po polsku powinno sie pisaé raczej o ,,zwigzkach” lub ,odczynnikach”;

- str. 15: ,Nie mniej jednak (...)” — powinno by¢ ,Niemniej jednak (...)";

- str. 15: ,bezwodnik 1-metylo-7-nitroizatowego (1M7)” — powinno by¢ ,bezwodnik kwasu 1-metylo-7-
nitroizatowego (1M7)”;

- str. 15: ,(...) metodami stosowanymi do badan strukturalnych RNA w zywych komérkach, umozliwiajgc
badania struktur zaréwno indywidualnych czgsteczek RNA (...)” — konstrukcja zdania powinna by¢ bardziej
dopracowana;

- str. 16: ,,gRNA wirusa zé6ttaczki (HCV)” — powinno by¢ ,,gRNA wirusa zéttaczki typu C (HCV)”;

- str. 22: ,(...) podrdz z miejsca powstania w jadrze komdérkowym do docelowego miejsca przeznaczenia (...)"
— pleonazm; powinno by¢ ,,miejsca docelowego” albo ,miejsca przeznaczenia”;

- str. 22: ,,(...) wiedza dotyczgca zmian strukturalnych zachodzacych podczas cyklu zyciowego RNA i jego
podrézy w komérce jest wigz znikoma.” — powinno by¢ ,wcigz”;

- str. 23: ,,Przeprowadzone przez nas analizy wskazujg, ze rdznice strukturalne w Tyl RNA nie wynikajg z
aktywnosci rybosoméw podczas translacji — brak wzrostu korelacji miedzy stanem jgdrowym i
cytoplazmatycznym po zablokowaniu translacji” — w drugiej czesci zdania brakuje czasownika;

- str. 24: ,(...) do predykcji modelu struktury (...)” — powinno by¢ ,,do predykcji struktury” albo ,,do stworzenia
modelu struktury”;

- str. 24: ,(...) ilo$¢ nukleotyddw (...)” — powinno by¢ , liczba nukleotydéw”;
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- str. 27:,,N5-methyloadenozyny” — powinno by¢ ,Né-metyloadenozyny”;

- str. 28: wykaz skrétéw jest niekompletny — brakuje m.in. rozwiniecia skrétéw MFE i 1M7; ponadto bardziej
wiasciwie bytoby umieszczenie wykazu na poczatku tekstu, tak jak ma to zazwyczaj miejsce w przypadku
publikacji w czasopismach naukowych.

Omaodwienie osigghieé Autorki w poszczegdlnych pracach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

Praca nr 1 (oryginalna). Angelika Andrzejewska, Matgorzata Zawadzka, Julita Gumna, David J. Garfinkel,
Katarzyna Pachulska-Wieczorek (2021) In vivo structure of the Tyl retrotransposon RNA genome. Nucleic
Acids Research 49(5): 2878-2893.

Gtéwnym celem tej pracy eksperymentalnej byto scharakteryzowanie réznic pomiedzy strukturg
drugorzedowg gRNA retrotranspozonu Ty1, ktérg ta czasteczka przyjmuje in vivo, lokalizujac sie w gtéwnej
mierze w cytoplazmie komodrek Saccharomyces paradoxus w pordédwnaniu z precyzyjnie ustalonymi
warunkami in vitro. Metodyka analiz strukturalnych w tej, a takze w drugiej pracy oryginalnej, opierata sie
zasadniczo na wykorzystaniu techniki SHAPE (ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer
extension) w potaczeniu z elektroforezg kapilarng (CE) produktow reakcji. Sekcja Author contributions
wskazuje, ze udziat mgr Zawadzkiej w powstaniu tej pracy polegat na wykonaniu (wraz z dr Julita Gumna)
probkowania strukturalnego opartego o SHAPE dla gRNA Tyl otrzymanego po transkrypcji in vitro. Mgr
Zawadzka przeprowadzita tez (wraz z mgr Angelikg Andrzejewskg) wstepne, poboczne doswiadczenia oparte
o SHAPE-CE, ktérych celem byto poréwnanie reaktywnosci réznych odczynnikéw do SHAPE in vivo w
bakteriach Escherichia coli w poréwnaniu do drozdzy, co byto wazne w kontekscie prowadzonych réwnolegle
eksperymentéw typu SHAPE dla endogennego, cytoplazmatycznego, gRNA Tyl. Doktorantka uczestniczyta
tez w analizie danych, interpretacji wynikdw oraz pisaniu manuskryptu. Tak opisany wktad mgr Zawadzkiej
jest zgodny z Jej wtasnym oswiadczeniem oraz z oswiadczeniem promotora zamieszczonym w rozprawie i nie
budzi zadnych watpliwosci.

Uzyskane przez mgr Zawadzka dane SHAPE dla czasteczki gRNA Tyl in vitro byty wysokiej jakosci.
Doktorantka ustalita, ze wiekszos$¢ (~90%) nukleotyddw czgsteczki RNA o dtugosci powyzej 5600 nt moze
uczestniczy¢ w oddziatywaniach bardzo stabilnych lub o posredniej stabilnosci, Swiadczgcych o wspétistnieniu
alternatywnych form konformacyjnych, natomiast jedynie okoto 9% nukleotydédw charakteryzowato sie
wysoka reaktywnoscig SHAPE, typowa dla regiondw jednoniciowych. Co istotne, rozktady reaktywnosci
SHAPE obserwowane dla gRNA Tyl in vitro oraz in vivo rdznity sie znaczaco od siebie. W szczegdlnosci,
Autorka rozprawy wykazata, ze okoto dwukrotnie wieksza liczba nukleotydéw bierze udziat w tworzeniu
stabilnych struktur w warunkach in vitro w poréwnaniu z sytuacjg obserwowang in vivo. Pozwolito to
wyciggnac wniosek, ze gRNA Tyl jest bardziej stabilny i bardziej homogenny strukturalnie in vitro niz in vivo.
Otrzymane dane liczbowe umozliwity zaproponowanie struktury drugorzedowej gRNA Tyl o najnizszej
energii swobodnej oraz stwierdzenie, ze prawie potowa wszystkich nukleotydéw jest zaangazowana w
tworzenie par zasad in vitro. Poréwnanie z wyznaczong réwnolegle strukturg gRNA Tyl in vivo ujawnito
niemal 50% réznic miedzy parami zasad tworzgcymi sie w obrebie analizowanej czgsteczki RNA w tych dwdch
roznych warunkach. Zawarto$é par zasad o wysokim prawdopodobieristwie byta znaczaco wieksza w
przypadku struktury in vitro (68%) niz in vivo (38%). Sposrdd tych par zasad, jedynie 39% byto wspdlnych dla
obydwu struktur i odpowiadaty one przede wszystkim oddziatywaniom o krétkim zasiegu. Na tej podstawie
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Autorka zasugerowata, ze liczba wspotwystepujgcych alternatywnych konformacji gRNA Ty1 jest wieksza w
warunkach in vivo w porédwnaniu z sytuacjg obserwowang in vitro.

Cenng obserwacja Swiadczacg o wnikliwosci Doktorantki byto stwierdzenie obecnosci 11 regionéw
charakteryzujacych sie wysokim poziomem stabilnosci strukturalnej w warunkach in vitro, sposréd ktérych 5
pokrywato sie w czesci z fragmentami silnie ustrukturyzowanymi zidentyfikowanymi dla gRNA Ty1 in vivo. Co
ciekawe, najdtuzszy z nich, obecny na koncu 5 czasteczki obejmowat m.in. elementy regulatorowe
PAL1/PAL2 oraz CYC5 istotne z punktu widzenia dimeryzacji i cyklizacji gRNA Ty1 in vivo oraz sekwencje PBS,
BOX0 i BOX1, stanowigce miejsca przytgczania sie tRNAM®, petnigcego funkcje startera do odwrotnej
transkrypcji. Wszystkie te sekwencje regulatorowe s3g kluczowe dla prawidtowego przebiegu
retrotranspozycji. Mimo obecnosci tych ustrukturyzowanych regionéw w modelu opisanym dla gRNA Ty1 in
vitro, Doktorantka nie znalazta dowoddw na dimeryzacje czy cyklizacje badanej czgsteczki w tych warunkach.
Podobnie, nie zauwazyta tworzenia motywu pseudowezta typu H, o ktdrym wiadomo, ze wptywa pozytywnie
na wydajnos¢ retrotranspozycji.

Praca nr 2 (oryginalna). Matgorzata Zawadzka, Angelika Andrzejewska-Romanowska, Julita Gumna, David J.
Garfinkel, Katarzyna Pachulska-Wieczorek (2022) Cell compartment-specific folding of the Tyl LTR-
retrotransposon RNA genome. Viruses 14(9): 2007.

Gtéwnym zamierzeniem tej pracy oryginalnej byto poréwnanie struktury gRNA Tyl obecnego w jadrze
komodrkowym do ustalonych w toku wczesniejszych badan struktur in vivo tych transkryptéw wystepujgcych
gtéwnie w cytoplazmie oraz w czgstkach wirusopodobnych, a takze do struktury charakterystycznej dla gRNA
Tyl uzyskanego w transkrypcji in vitro. Uwazam, ze pomimo znacznie nizszej rangi czasopisma, w ktérym
zostaty opublikowane wyniki tych analiz w poréwnaniu z poprzednig pracy oryginalng, stanowig one z
biologicznego punktu widzenia bardziej istotne osiggniecie Doktorantki, gdyz mozna je uznaé za nowy wglad
w molekularny mechanizm replikacji retrotranspozonu. Udziat mgr Zawadzkiej w powstaniu tej pracy
obejmowat przeprowadzenie wstepnych testdw wydajnosci modyfikacji jadrowych RNA w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae przez odczynniki do SHAPE na przyktadzie U1 snRNA, wykonanie prébkowania
strukturalnego opartego o SHAPE dla gRNA Tyl akumulujgcego sie w jadrze komérkowym, analize i
interpretacje danych wraz ze wspétautorami oraz pisanie manuskryptu. Pewne watpliwosci moze budzi¢
jedynie oswiadczenie o wspétudziale w planowaniu przebiegu prac badawczych — w sekcji Author
contributions Doktorantka nie jest wymieniona obok Promotorki, dr hab. Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek
oraz dr Julity Gumnej jako wspottwérczyni koncepcji badan. Z drugiej strony, oswiadczenia Doktorantki oraz
Promotorki zamieszczone w rozprawie doktorskiej sg pod tym wzgledem zgodne, wiec zapewne $wiadczy to
jedynie o drobnym niedopatrzeniu podczas konstruowania sekcji Author contributions w publikacji.
Niezaleznie od tego, wiodgacy udziat mgr Zawadzkiej w réznych etapach powstawania tej pracy oryginalnej
jest bezdyskusyjny, czego odzwierciedleniem jest samodzielna pozycja pierwszego autora.

Ustalenie struktury jadrowego gRNA Tyl byto mozliwe dzieki wykorzystaniu unikatowego szczepu
Saccharomyces paradoxus, w ktérym — z uwagi na pewne modyfikacje sekwencji nukleotydowej — wyrazany
z plazmidu gRNA Tyl lokalizuje sie gtéwnie w jadrze komdérkowym, a w przypadku przedostania sie do
cytoplazmy ulega degradacji za posrednictwem cytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci mRNA
eliminujgcego transkrypty zawierajgce przedwczesny kodon terminacyjny (ang. NMD — nonsense-mediated
decay). Podobnie, jak w przypadku czgsteczki gRNA Ty1 in vitro, jako$¢ danych strukturalnych dla jadrowego
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gRNA Ty1 byta bardzo dobra. Rozktad reaktywnosci SHAPE przy mapowaniu z wykorzystaniem bezwodnika
kwasu 1-metyloizatoinowego (NMIA) byt podobny pomiedzy jadrowym i cytoplazmatycznym gRNA Ty1l, a
jednoczesnie w obydwu przypadkach odbiegat od tego, ktéry obserwowano w przypadku gRNA Ty1 in vitro
albo upakowanego do VLPs. Niezaleznie od przedziatu komérkowego, w ktérym znajdowata sie wiekszos¢
czgsteczek gRNA Tyl in vivo, wartosci reaktywnosci SHAPE byty wyzsze niz dla transkryptu syntetycznego, co
sugerowato generalnie mniejszy stopien ustrukturyzowania gRNA Tyl w komérce w porédwnaniu z warunkami
in vitro. Dalsze analizy poréwnawcze wykonane przez Doktorantke doprowadzity do wykazania znaczgcych
roznic w reaktywnosci SHAPE dla gRNA Tyl cytoplazmatycznego, upakowanego do VLPs oraz jgdrowego. Te
wyniki uwazam za szczegdlnie wazne i wartosciowe z naukowego punktu widzenia, gdyz Swiadczg o tym, ze
gRNA Ty1 ulega istotnym rearanzacjom strukturalnym w trakcie cyklu replikacyjnego, podczas przechodzenia
przez rdézne przedziaty wewngatrzkomoérkowe. Ponadto, Autorka rozprawy wskazata 11 stosunkowo rozlegtych
obszarow (o dtugosci powyzej 100 nukleotyddw), ktdre cechowata najwieksza zmiennosé reaktywnosci
SHAPE miedzy gRNA Tyl w jadrze komérkowym w poréwnaniu do transkryptéw cytoplazmatycznych. Z uwagi
na fakt, ze zmienno$¢ ta dotyczyta okoto 20% czasteczki, Autorka wywnioskowata, ze proces zwijania czy tez
fatdowania tego RNA zachodzi w odmienny sposdb w obydwu kompartmentach. Jako element dyskus;ji tych
wynikéw mgr Zawadzka zauwazyta, ze réznice wynikajgce ze specyficznych modyfikacji nukleotydéw lub
wigzania sie w rézny sposob z biatkami albo oddziatywania z innymi zestawami biatek powinny ujawnia¢ sie
raczej w postaci bardziej subtelnych zmian o charakterze lokalnym.

Podobnie jak w przypadku pierwszej pracy oryginalnej, Autorka zaproponowata na podstawie danych
liczbowych model struktury drugorzedowej gRNA Tyl o najnizszej energii swobodnej. Poréwnanie struktur
gRNA Tyl pochodzacych z réznych przedziatdw komdrkowych oraz syntetycznych ujawnito, ze pomimo
podobnej liczby nukleotyddéw biorgcych udziat w tworzeniu par zasad w réznych warunkach, okoto 40% par
zasad obecnych w strukturze jadrowego gRNA Tyl ulega przemodelowaniu w nastepstwie jego eksportu do
cytoplazmy — dotyczyto to gtdwnie oddziatywan dalekiego zasiegu, podczas gdy pary zasad wystepujgce
zardwno w jadrowej i cytoplazmatycznej formie gRNA Tyl reprezentowaty przede wszystkim interakcje
wewnatrzczgsteczkowe o krétszym zasiegu. Zawartos$¢ par zasad o wysokim prawdopodobienstwie byta
nizsza w przewidzianej strukturze jgdrowego gRNA Tyl (~30%) niz dla cytoplazmatycznego (~40%) czy
syntetycznego gRNA Tyl (~65%), a spadek udziatu procentowego takich par w pierwszym przypadku dotyczyt
w duzej mierze oddziatywan dalekiego zasiegu.

Kolejnym krokiem analogicznym do wykonanego w poprzedniej publikacji eksperymentalnej byto
wskazanie rejondéw struktury jagdrowego gRNA Tyl o szczegdlnie wysokim stopniu organizacji strukturalnej.
Sposréd 11 takich zidentyfikowanych obszaréw, wiekszos¢é z nich pokrywata sie ze strukturg
cytoplazmatycznego gRNA Tyl, a 4 takze ze strukturg syntetycznego transkryptu, przy czym najdtuzszy
znajdowat sie na koncu 5, obejmujgcym elementy istotne funkcjonalnie z punktu widzenia przebiegu
retrotranspozycji. Jednoczesnie Autorka zauwazyta, ze jgdrowy gRNA Tyl moze przyjmowac wiekszg liczbe
wspatistniejgcych konformacji w poréwnaniu z cytoplazmatycznym odpowiednikiem.

Za szczegdlnie interesujacy i wartosciowy uwazam ostatni rozdziat wynikow tej publikacji, w ktérym
Doktorantka prébowata ustali¢ role biatka Gag w promowaniu oddziatywarn RNA-RNA kluczowych dla
retrotranspozycji. W celu realizacji tego przedsiewziecia, mgr Zawadzka poréwnywata wyniki doswiadczen
opartych o mapowanie SHAPE dla struktur gRNA Ty1 otrzymanych: 1) dla jgdrowego gRNA ze szczepu drozdzy
pozbawionych biatka Gag; 2) w czastkach wirusopodobnych, gdzie wiadomo, ze dochodzi do dimeryzacji i
cyklizacji gRNA oraz przytaczenia startera do odwrotnej transkrypcji w postaci tRNAMe do tréjcztonowego
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miejsca obejmujgcego motywy PBS, BOXO0 i BOX1; 3) dla syntetycznego transkryptu, o ktérym na podstawie
wczesniej uzyskanych wynikdw wiadomo byto, ze tego typu oddziatywania nie wystepujg. Te analizy
poréwnawcze doprowadzity do stwierdzenia, ze w przypadku nieobecnosci biatka Gag w profilu reaktywnosci
SHAPE dla jadrowego gRNA Tyl nie obserwuje sie danych, ktére swiadczytyby o cyklizacji, dimeryzaciji,
przytgczaniu startera do odwrotnej transkrypcji czy powstawaniu pseudowezta w poblizu korica 5" gRNA Ty1.
Tym samym Doktorantka wykazata, ze brak biatka Gag hamuje formowanie interakcji RNA-RNA niezbednych
dla wiasciwego przebiegu retrotranspozycji.

Praca nr 3 (przegladowa). Angelika Andrzejewska*, Matgorzata Zawadzka*, Katarzyna Pachulska- Wieczorek
(2020) On the way to understanding the interplay between the RNA structure and functions in cells: a
genome-wide perspective. International Journal of Molecular Sciences 21(18): 6670.

Tematem tej pracy, w ktdrej mgr Zawadzka wystepuje na pierwszym miejscu listy autoréw wraz z mgr
Angelikag Andrzejewska, byt przeglad informacji dotyczacych wptywu struktury RNA na funkcje transkryptéw
w komoérkach. Nie mam zastrzezen do oswiadczen Doktorantki co do jej udziatu w powstaniu tej publikacji —
obejmowat on analize literatury, wspotuczestnictwo w pisaniu tekstu, przygotowaniu rycin oraz tabel.

Autorki zwrdcity uwage na wazng role badan strukturalnych RNA in vivo, w tym szczegdlnie w skali
catogenomowej, w kontekscie analizy funkcji, jaka rézne transkrypty petniag w komérce oraz udziatu tych
czasteczek w rdznych procesach, takich jak oddziatywania z maszynerig translacyjng, biatkami wigzgcymi
RNA, czy wptywu struktury na podatnos$¢ na degradacje (kwestia stabilnosci RNA) i pewne modyfikacje
chemiczne. Na wstepie omoéwiono metodologie badan struktury RNA in vivo, ze zwrdceniem uwagi na
ograniczenia zastosowania niektérych odczynnikbw do modyfikacji transkryptéw oraz podkresleniem
potencjatu  wykorzystania niektorych technik w skali globalnej, wynikajacego z wdrozenia
wysokoprzepustowego sekwencjonowania jako koricowego etapu przygotowania prébki do dalszych analiz.
Dalej przedstawione zostaty wzajemne ztozone zaleznos$ci miedzy strukturg RNA i translacjg, gdzie z jednej
strony udziat rybosomu moze remodelowac fragmenty struktury transkryptu kodujgcego biatka, a z drugiej
struktury drugorzedowe w mRNA mogg wptywac na wydajnos¢ translokacji rybosomu podczas syntezy biatka.
Oméwiono rézne przyktady wptywu struktur obecnych zaréwno w regionach nieulegajacych translacji (UTR),
jak i w otwartych ramkach odczytu na wydajnos¢ translacji. W podobny sposéb wspétautorki pracy odniosty
sie do wptywu struktur, ktére mogg tworzy¢ sie w roznych regionach mRNA, na stabilnos¢ transkryptow,
zwracajac na koncu uwage, ze nie tylko struktura drugorzedowa, ale nawet sama sekwencja czgsteczki moze
wptywaé na ich sktonnos¢ do ulegania degradacji ze wzgledu na zawarto$¢ mniej lub bardziej optymalnych
kodonéw w sekwencjach kodujacych. W kolejnym rozdziale poruszono zagadnienia zwigzane ze
zréznicowanym potencjatem czgsteczek RNA do interakcji z biatkami wigzgcymi RNA w zaleznosci od stopnia
komplikacji struktury transkryptu. Za szczegdlnie cenne uwazam podkreslenie roli nowego mechanizmu
regulacji ekspresji gendw na poziomie posttranskrypcyjnym, zwigzanego z obserwacjg, ze silnie
ustrukturyzowane czgsteczki RNA wykazujg tendencje do oddziatywania z wiekszg liczbg biatek i czesto
kodujg biatka regulatorowe uczestniczagce w duzej liczbie proceséw komdrkowych, czy zaangazowane w
wiekszg liczbe sieci oddziatywan miedzybiatkowych w poréwnaniu z transkryptami, ktérych struktura
przestrzenna jest mniej skomplikowana. Ostatnim zagadnieniem przedstawionym w tej pracy byta kwestia
wspotzaleznosci modyfikacji posttranskrypcyjnych i struktury RNA, przedyskutowana gtdéwnie na przyktadzie
Né-metyloadenozyny powszechnie obecnej w eukariotycznych mRNA. Zwrécono uwage, ze obecno$é
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metylowanej adenozyny moze petni¢ funkcje przetacznika strukturalnego, powotujac sie na poréwnania
struktur ustalonych w oparciu o SHAPE dla transkryptéw zawierajacych zmodyfikowane adenozyny w
poréwnaniu z kontrolnymi czgsteczkami RNA, gdzie obecnos$¢ modyfikacji skutkowata tendencjg do
destabilizacji struktur drugorzedowych. Wskazano takie przyktady wzajemnych powigzan pomiedzy
statusem metylacji adenozyny w okreslonych obszarach RNA, strukturg tych rejondw i zdolnoscig do
oddziatywania z biatkami wigzgcymi RNA.

Opracowanie uwazam za cenne, cho¢ moze nie na poziomie eksperckim, bo mam wrazenie, ze
niektére fragmenty zostaty potraktowane dos$¢ powierzchownie i bez odpowiedniej dozy krytycyzmu i
dyskusji wtasnej. Z pewnoscig praca moze okazaé sie wartosciowa z punktu widzenia badaczy i studentéw
spoza Scistej dziedziny badan strukturalnych RNA, ktdrzy poszukujg ogdlnych i aktualnych informacji na temat
zwigzku miedzy strukturg transkryptéw i réznymi procesami, w ktérych one uczestnicza.

Ocena innych aspektéw dziatalno$ci Doktorantki

Poza trzema publikacjami stanowigcymi rozprawe doktorskg, mgr Zawadzka jest réwniez wspotautorka
trzech innych prac. Uczestniczyta takze jako wykonawca w trzech projektach finansowanych ze srodkéw NCN
oraz prezentowata wyniki swoich badan w formie plakatéw i wystgpien ustnych na 10 konferencjach, gtéwnie
o zasiegu krajowym, ale takze w trakcie najwazniejszej konferencji dotyczacej szeroko pojetej biologii RNA tj.
RNA meeting, ktéra w 2019 roku odbyta sie w Krakowie. Mimo ze z ustawowego punktu widzenia te aspekty
aktywnosci kandydata do stopnia naukowego nie muszg by¢ oceniane, moja opinia na temat tych waznych
obszaréw dziatalnosci mtodego pracownika nauki jest jednoznacznie pozytywna i $wiadczy o dobrym
przygotowaniu Doktorantki do dalszej pracy naukowe;j.

Zagadnienia i pytania do dyskusji podczas publicznej obrony rozprawy
W trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskiej poprosze Kandydatke do stopnia naukowego o
ustosunkowanie sie do nastepujacych pytan i zagadnien:

1) Omawiajac prace opublikowang w Nucleic Acids Research Autorka konkluduje, ze wcigz dostepnych
jest niewiele analiz poréwnawczych dla innych wirusowych, a takze komérkowych czgsteczek RNA.
Rozumiem, ze tym samym Doktorantka uwaza, ze poréwnywanie struktur transkryptéw uzyskanych
w wyniku syntezy in vitro z ich odpowiednikami wyizolowanymi z komadrek czy tez poszczegdlnych
przedziatow wewnatrzkomoérkowych, w ktérych te RNA funkcjonujg wnosi istotne informacje na
temat ich funkcji. Jakie? Spytam nieco prowokacyjnie — czy nie jest przypadkiem tak, ze badacze nie
zadajg sobie trudu doktadnego badania struktur transkryptéw syntetycznych, zdajac sobie sprawe,
ze tak naprawde wartos¢ uzyskanych informacji jest, delikatnie méwiac, ograniczona z biologicznego
punktu widzenia?

2) Kontynuujagc powyzszy watek — w jaki sposdb zostaty dobrane warunki/sktad buforu do
zwijania/fatdowania transkryptu gRNA Ty1? Czy zamystem Autoréw byta préba imitacji warunkéw
charakterystycznych dla cytoplazmy drozdzy? Czy mozina w jakis sposdb manipulowac sktadem
buforu do przygotowania transkryptu in vitro w taki sposdb, aby ograniczy¢ liczbe alternatywnych
konformacji, a tym samym zwiekszy¢ wiarygodnos$¢ probkowania strukturalnego metodg SHAPE?

3) Réwniez w nawigzaniu do przygotowania syntetycznego substratu — z prac opublikowanych przez
innych autoréow w Nucleic Acids Research wiadomo, ze w trakcie transkrypcji in vitro powstajg
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zanieczyszczenia dsRNA, ktorych mozna pozby¢ sie dzieki oczyszczaniu z wykorzystaniem
odpowiednich kolumn do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (Mu i wsp. An origin of
the immunogenicity of in vitro transcribed RNA. Nucleic Acids Res. 2018; 46:5239-5249; Sikorski i
wsp. The identity and methylation status of the first transcribed nucleotide in eukaryotic mRNA 5’
cap modulates protein expression in living cells. Nucleic Acids Res. 2020; 48:1607—-1626). W opisie
metod w pracach eksperymentalnych wtgczonych w skfad rozprawy nie odnalaztem wzmianki na
temat zastosowania tego kroku oczyszczania. Czy Doktorantka moze skomentowaé potencjalny
wptyw obecnosci tego typu zanieczyszczen, gdzie w trakcie procedury zwijania/fatdowania
transkryptu mogtoby dochodzi¢ do hybrydyzacji nici pochodzacych z tego typu zanieczyszczen z
réznymi miejscami w obrebie badanej sekwencji, na jakos¢ wynikéw prébkowania strukturalnego?

4) Doktorantka stusznie zauwaza, ze Jej badania przyczynity sie do opisania po raz pierwszy petnej
struktury gRNA retrotranspozonu LTR. Na czym zatem polegat postep metodologiczny, ktéry to
umozliwit i dokonat sie w ciggu 8 lat od zaproponowania modelu struktury regionu 5’-korica gRNA
Tyl w pracy Purzycka i wsp. Nucleic Acids Research 20137

5) W omodwieniu prac z udziatem Doktorantki ani w pracy przeglagdowej nie odnalaztem krytycznego
omoéwienia zalet i wad poszczegdlnych metod umozliwiajgcych eksperymentalng analize struktur
RNA. Czy Autorka mogtaby wyjasnié, dlaczego zdecydowata sie na wykorzystanie metody SHAPE w
potaczeniu z elektroforezg kapilarng (a nie z sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym, jak w
odmianie SHAPE-MaP, biorgc pod uwage, ze wydajnos¢ modyfikacji RNA przez NMIA i 1M7 podczas
analiz wtasnych Autorki byta poréwnywalna)?

6) Czy wykorzystywanie tylko jednej metody do analiz strukturalnych RNA jest powszechng praktyka?
Czy Doktorantka spodziewa sig, ze zastosowanie innej techniki, bazujgcej na nieco innym odczynniku
i podejsciu eksperymentalnym (np. SPLASH) doprowadzitoby do uzyskania podobnych wynikow? Czy
metoda SPLASH mogtaby okaza¢ sie bardziej informatywna w kontekscie mapowania oddziatywan
dalszego zasiegu?

7) Doktorantka uzywa w paru miejscach rozprawy pojecia ,$rodowiska (kompartmentu)
komdrkowego”. Co sie w tym pojeciu zawiera? Omawiajgc rdznice w strukturze cytoplazmatycznego
i jgdrowego gRNA Tyl, mgr Zawadzka stwierdza na stronie 24: ,(...) Obserwacja ta przemawia za
specyficznym dla kompartmentu zwijaniem sie Tyl RNA, poniewaz réznice wynikajgce z odmiennego
odziatywania z biatkami czy wystepowania modyfikacji RNA indukujg raczej duzo mniejsze, bardziej
lokalne zmiany”. Skoro oddziatywania z réznymi biatkami czy tez odmienne oddziatywania z tymi
samymi biatkami nie definiujg w gtéwnej mierze réznic miedzy ,,Srodowiskiem cytoplazmatycznym” i
»Srodowiskiem jadrowym” wptywajacych na strukture gRNA Ty1, to jakie sg gtdéwne czynniki roznigce
te ,,Srodowiska”; parametry fizykochemiczne (pH, stezenie soli, stezenie kationdw metali)?

8) Czy istniejg jakiekolwiek dane literaturowe, albo czy Doktorantka bytaby sktonna do spekulowania,
w ktérym momencie dochodzi do przemodelowania struktury gRNA Tyl in vivo? Czy dopiero, gdy
transkrypt znajdzie sie na terenie cytoplazmy? Czy tez przynajmniej czesciowo ten proces moze
zachodzi¢ podczas ,podrdzy” RNA miedzy przedziatami wewngtrzkomérkowymi?

9) Bardzo doceniam wstepny eksperyment przeprowadzony w drugiej pracy doswiadczalnej, ktéry miat
na celu ustalenie wydajnosci modyfikacji jgdrowego transkryptu przez odczynnik do SHAPE na
przyktadzie U1 snRNA, ktdrego struktura byta wczesniej dobrze poznana. Warto jednak zauwazyg, ze
Ul snRNA jest 10-krotnie krétszy niz gRNA Tyl. Czy jest mozliwe, ze przepuszczalnos¢ otoczki
jadrowej dla NMIA jest znacznie nizsza w pordwnaniu z przepuszczalnoscig btony komadrkowej, co
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jednak moze w jakims stopniu przektadac sie na mniejszg wydajnos¢ modyfikacji RNA jadrowych w
poréwnaniu z cytoplazmatycznymi w przypadku dtuzszych czgsteczek; czy to z kolei moze wptywad
na jakos¢ danych SHAPE, czego akurat mozna bytoby nie uchwycié, analizujgc strukture krdtkich
transkryptéw?

10) Na stronie 23. Doktorantka pisze: ,Przeprowadzone przez nas analizy wskazujg, ze rdinice
strukturalne w Tyl RNA nie wynikajg z aktywnosci rybosomoéw podczas translacji — brak wzrostu
korelacji miedzy stanem jagdrowym i cytoplazmatycznym po zablokowaniu translacji”. W kontekscie
pracy przegladowej, ktérej wspotautorky jest mgr Zawadzka, gdzie podkreslana jest wzajemna
zalezno$¢ miedzy strukturg RNA i syntezg biatka oraz innymi procesami regulujgcymi ekspresje
gendw — czy mozliwe bytoby sprawdzenie réznic w poziomie translacji transkryptu Tyl o réznych
strukturach? Czy remodelowanie struktury gRNA Tyl po eksporcie z jadra do cytoplazmy moze
wptywaé na wydajnosé produkcji poliprotein na matrycy tego transkryptu? Czy réznice w strukturach
,jadrowego” i ,cytoplazmatycznego” gRNA Tyl mogg w jakims$ stopniu stanowi¢ adaptacje do
obecnosci konkretnych nukleaz w réznych przedziatach wewngtrzkomdrkowych i np. zapewniaé
wiekszg stabilnos¢ tych czgsteczek RNA?

11) Czy brak sekwencji retrotranspozonu Tyl w genomie Saccharomyces paradoxus daje jaka$ przewage
ewolucyjng nad innymi gatunkami Saccharomyces?

12) Gdyby Doktorantka miata mozliwos¢ kontynuacji prac zapoczgtkowanych w toku realizacji rozprawy,
to jakie bytyby potencjalne kierunki dalszych badan?

Whiosek koricowy

Reasumujac, rozprawe doktorskg mgr Matgorzaty Festiny Zawadzkiej oceniam pozytywnie. Praca ta stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dotyczacego charakterystyki strukturalnej genomowego RNA
retrotranspozonu Tyl w rdéznych warunkach. Opracowanie swiadczy o ogdlnej wiedzy teoretycznej
Kandydatki do stopnia naukowego w reprezentowanej dziedzinie badan oraz o posiadaniu predyspozycji do
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej w przysztosci. Biorgc pod uwage oryginalno$¢
przeprowadzonych doswiadczen, udokumentowang wspdtautorstwem publikacji w recenzowanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (w tym w szczegdlnosci pracg oryginalng opublikowang w Nucleic
Acids Research) oraz znaczenie dokonanych odkry¢ dla rozwoju dyscypliny stwierdzam, ze oceniana praca
spetnia ustawowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim.

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 wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669
ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.) i wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Matgorzaty Zawadzkiej do
dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora. Signed by /
Podpisano przez:
Rafat Tomecki

Date / Data:
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