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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Barbary Szutkowskiej zatytulowanej
» Struktura drugorz¢edowa vRNA wirusa grypy typu A

w warunkach biologicznych”

Praca doktorska Pani mgr Barbary Szutkowskiej zostata wykonana pod opieka Pani prof.
dr hab. Elzbiety Kierzek w Zaktadzie Genomiki Strukturalnej RNA Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Celem pracy jest poznanie
struktury genomowego RNA wirusa grypy typu A. Aby to osiaggna¢ Doktorantka
analizowata podatnos¢ wirusowego RNA na modyfikacje odczynnikami chemicznymi w
izolowanych wirionach, w komoérkowym modelu infekcji oraz w lizatach z
zainfekowanych komorek modelowych. Porownanie uzyskanych profili modyfikacji w
tych réznych warunkach moze pozwoli¢ na wskazanie szczegodlnie stabilnych
strukturalnie regionéw genomowego RNA, a tym samym pomoc w wyjasnieniu
znaczenia struktury wirusowych RNA w procesach biologicznych zwigzanych z

replikacjg wirusa grypy typu A.

We wprowadzeniu do pracy Doktorantka przyst¢pnie omowita budowe oraz cykl
replikacyjny wirusow grypy, szczegoélnie zwracajac uwage na role czgsteczek RNA na
poszczegolnych jego etapach oraz na oddziatywania, w ktorych one uczestnicza. Wiedza
ta jest niezbedna dla ukazania mozliwych kontekstéw strukturalnych, w ktérych moga si¢
znajdowac czasteczki wirusowego RNA. Mozemy si¢ spodziewaé innej struktury i innej
dostgpnosci poszczegdlnych regionow czasteczki RNA, np. wtedy gdy znajduje si¢ ona w
kapsydzie dojrzatego wirionu, wtedy gdy podlega transkrypcji na komplementarng
czasteczke RNA w zainfekowanej komorce, oraz gdy uczestniczy w procesie skladania
wirionu potomnego. Doktorantka podsumowata takze dotychczasowe badania nad
struktura genomowego RNA wirusa grypy, w tym obszerne badania zespotu, w ktérym
wykonywata swoja prace doktorskg. Ponadto przedstawita metody stuzace do badania
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struktury  drugorzedowej kwasoéw rybonukleinowych, a szczegdlnie podejscia

eksperymentalne pozwalajgce na probe zbadania struktury czgsteczek RNA znajdujacych
sie¢ w zywej komorce lub w wirionie. W podsumowaniu tej czgsci pracy Doktorantka
przedstawila takze koncepcje strategii terapeutycznych przeciwko infekcji wirusem

grypy, nakreslajac tym samym mozliwe zastosowania zaplanowanych przez siebie badan.

Stabszg strong wprowadzenia literaturowego jest niewielkie nakreslenie
zaleznosci pomiedzy strukturg a funkcja RNA wirusa grypy. Doktorantka podaje
niewiele przykladow znanych funkcji stwierdzonych juz motywdéw strukturalnych i
nawet w tych wypadkach nie wyjasnia w jaki sposob okreslona struktura danego
elementu przeklada si¢ na jej role biologiczng. W wigkszosci przykladow tylko stwierdza
istnienie danego elementu strukturalnego, co pozostawia wrazenie, ze temat jest
potraktowany raczej opisowo, a nie po to aby wyjasni¢ zaleznosci migdzy strukturg RNA

wirusa grypy a jego funkcja, ktore sg uzasadnieniem zatozonych celow pracy.

Fakt, ze wirusowe RNA na poszczegélnych etapach cyklu replikacyjnego
znajduja sie¢ w roznych srodowiskach sklonit Doktorantke, w czesci badawczej pracy, do
poréwnania podatnosci wirusowego RNA grypy typu A na modyfikacj¢ odczynnikami
chemicznymi zaleznie od tego, czy genomowy RNA wirusa znajduje si¢ w wirionie, w
zainfekowanej komorce, czy tez w lizacie z zainfekowanych komoérek. Do analizy
struktury wirusowego RNA Doktorantka zastosowata metody oparte o modyfikacje
chemiczng. W lizacie komérkowym badata struktur¢ RNA przy pomocy metody opartej o
zatrzymywanie odwrotnej transkryptazy w miejscach modyfikacji RNA i detekcj¢ miejsc
zatrzymania przez poréwnanie z produktami sekwencjonowania metodg dideoksy.
Natomiast w komoérkach oraz w wirionie badala strukture RNA analizujagc mutacje
wprowadzone przez odwrotng transkryptaze w miejscach modyfikacji RNA, ktore byty
wykrywane za pomocg metody sekwencjonowania nastgpnej generacji. Prace badawcze
zostaly przeprowadzone przez Doktorantk¢ zgodnie z bardzo wysokimi standardami
jakosci naukowej i za pomocg nowoczesnej metodyki, a uzyskane profile reaktywnosci
wirusowego RNA sg cennym zrodlem wiedzy, ktore moze by¢ przydatne dla badaczy
zajmujacych si¢ zmianami strukturalnymi w wirusowym RNA zachodzacymi na réznych

etapach cyklu replikacyjnego.
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Jakos$¢ prezentacji wynikow pracy doktorskiej obniza fakt, ze Doktorantka nie
wyodrebnita opisu wynikow od ich dyskusji. Utrudnia to docenienie wnioskdw
pltyngcych z uzyskanych danych i sprawia wrazenie wiekszej koncentracji na opisie
wynikOéw niz na interpretacji ich znaczenia. Ponadto przy czytaniu opisu wynikéw nie
zawsze tatwe jest odseparowanie danych uzyskanych przez Doktorantke od tych
cytowanych z innych prac. Na przyklad na stronie 63 opisujagc metodyke uzyskiwania
lizatu komorkowego odnosi si¢ do rysunku nr 20, jednak rysunek ten przedstawia dane z
innego laboratorium, co jest mylgce przy opisie wynikow wiasnych. Ten rysunek lepiej
nadawalby si¢ do odrebnego rozdziatu poswigconego dyskusji wynikow, albo nawet do
opisu metod. Podobnie mylace jest przedostatnie zdanie na stronie 83, odnoszace si¢ do
rysunku 63A. Opis wynikow ma tez tg stabos$¢, co wprowadzenie literaturowe - wykryte
struktury drugorzedowe sa dokladnie opisane, jednak Doktorantka nie dyskutuje ich
mozliwej roli biologicznej. Role mini-dyskusji spetnia 7-stronicowe podsumowanie tej
ponad 200 stronicowej pracy, jednakze jest ono raczej ogélne i nie odnosi sig

wystarczajaco do danych literaturowych aby méc wypetnic te luke.

Z drobnych uwag stylistycznych, w oznaczaniu koncow kwasow nukleinowych
uzywamy symbolu ,,prim” a nie apostrofu. Ponadto, ze wzgledu na zlozone ksztalty
przestrzenne, w ktore zwijajg sie czasteczki RNA, lepszym tlumaczeniem angielskiego
stowa folding byloby ..zwijanie” niz ,.faldowanie” czasteczek RNA, tym bardziej, ze
czgsteczki RNA nie tworza fald. W pracy stosowany jest inny format referencji w
legendach rysunkoéw (nazwisko i rok) niz w teks$cie (numeryczny), co utrudnia
odnalezienie referencji z opisu rysunkow w spisie 215 pozycji. Chciatbym jeszcze
zapyta¢ w jaki sposob Doktorantka definiuje ,,ustrukturyzowanie”? Mam na mysli zdanie
na stronie 46 moéwigce, ze ,struktury mRNA w warunkach komérkowych sa mniej

ustrukturyzowane niz w warunkach in vitro™?

Oczywiscie przyjecie, ze stosowane w niniejszej pracy metody informuja nas o
strukturze drugorzedowej RNA jest pewnym przyblizeniem. Przede wszystkim dlatego,
ze w warunkach reakcji badana czgsteczka RNA przyjmuje zlozong strukture
przestrzenng. Wprowadzenie modyfikacji chemicznych do badanego RNA podczas
reakcji informuje nas o dostepnosci danego regionu dla modyfikacji. Przy zalozeniu, ze

badany RNA nie oddzialuje z innymi czasteczkami $§wiadczy to o lokalnej dynamice
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strukturalnej, gdzie regiony bardziej dynamiczne sg bardziej podatne na modyfikacje, niz
te ktére sg bardziej stabilne. Jednak w komorce i w wirionie na podatnos¢ RNA na
modyfikacje¢ bedg wplywac takze oddzialywania z biatkami, ktére mogg zakrywac pewne
regiony RNA przed odczynnikami. Czasteczki RNA mogg takze przyjmowac

alternatywne konformacje, co moze komplikowac analiz¢ uzyskanych danych.

W zwigzku z powyzszym, chcialbym poprosi¢ Doktorantk¢ podczas obrony o
odpowiedzi na trzy pytania. Po pierwsze, chcialbym poprosi¢ o wyjasnienie na kilku
przykladach, jakie moze by¢ znaczenie biologiczne odkrytych przez Nig motywdéw
strukturalnych w wirusowym RNA grypy typu A. Po drugie, czy Doktorantka mogtaby
wyjasni¢, czy poréwnujgc otrzymane przez Nig dane reaktywnosci RNA w komorce, w
wirionie, oraz dane uzyskane in vitro mozliwe jest wskazanie regiondw, ktdrych zmiany
reaktywnosci moga S$wiadczy¢é o zmienionym oddzialtywaniu z bialkami, a nie o
zmienionej strukturze RNA? Czy takie przyczyny réznic w reaktywnosci sg rozroéznialne
na poziomie analizy danych? Po trzecie, czy Doktorantka uwaza za mozliwe, ze uzyskane
przez nig profile reaktywnosci moga by¢ wypadkowag reaktywnosci alternatywnych
konformacji RNA wystepujacych, np. w zainfekowanej komodrce? Czy mozliwa jest

detekcja alternatywnych konformacji w oparciu o uzyskane przez Nig dane?

Podsumowujgc, przedstawiona mi do oceny praca Pani mgr Barbary Szutkowskiej
spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym
zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu o nadanie Pani mgr Barbarze Szutkowskiej stopnia doktora w

dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych.
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