Prof. dr hab. Edward Darzynkiewicz Warszawa, 20.12.2021
Zaktad Biofizyki, Instytut Fizyki Do$w.

Wydziat Fizyki, Uniwersytet Warszawski

edek@fuw.edu.pl

Tel. 691 392 320

RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Julity Gumnej pt. »ldentyfikacja i
charakterystyka elementow strukturalnych genomowego RNA
retrotranspozonu Ty1 oraz jego oddziatywan z biatkiem Gag kluczowych dla
dimeryzacji i pakowania genomu do czgstek wirusopodobnych”

W ramach pracy doktorskiej Pani mgr Julita Gumna zajeta sie badaniem
molekularnego mechanizmu dimeryzacji i pakowania genomowego RNA (gRNA) do
czastek wirusopodobnych (VLPs) u retrotranspozonéw LTR, a konkretnie,
retrotranspozonu Ty1, wystepujgcego w genomie drozdzowym Sacharomyces
cerevisiae. O ile w przypadku infekcyjnych retrowirusow, np. HIV-1, ich cykl
replikacyjny jest od dawna intensywnie badany, znajomos$¢ mechanizmu replikacji
edogennych retroelementow jest zdecydowanie mniej poznana. Celowo$¢ podjecia tej
tematyki jest bezsprzeczna gdyz nalezy ona do podstawowych zagadnien biologii
rnolekularne;. o ' T

Trzon rozprawy stanowig trzy oryginalne prace opublikowane w bardzo dobrych
czasopismach, w ktérych Pani mgr Gumna jest pierwszym autorem. Prace te
poprzedzone sg 50-cio stronicowym opisem ich zawartosci wraz ze wstepem
wprowadzajacym czytelnika w dziedzine badan. Wstep ten jest bardzo pomocny dla
recenzenta, poniewaz poruszane zagadnienia sa tematycznie bliskie jedynie

waskiemu gronu ekspertow. Opis zawiera 116 pozycji bibliografii. "

Mechanizm cyklu replikacyjnego retrotranspozonu Ty1 jest wieloetapowy.
Wehodzi wen: transkrypcja Ty1 do RNA Ty1, transport tego RNA do cytoplazmy a
nastepnie jego translacja do biatek Gag i Gag-Pol z ktérymi tworzy tzw. retrosomy, w
ktorych gRNA Ty1 i tRNAMet pakowane sg do VLPs. Z kolei proteoliza Gag i Gag-Pol
przez proteaze Ty1 prowadzi do dojrzewania VLPs. Dopiero na koncu tego procesu
RNA Ty1 ulega odwrotnej tfanskrypcji do cDNA, ulegajacego integracji z genomem
gospodarza. Mechanizm ten jest duzo bardziej Zlozony, obejmuje m.in. etap wycinania
z poliproteiny Gag-Pol proteazy PR-p20, ktéra katalizuje kolejne ciecia biatek
prekursorowych, np. integrazy IN-p71 i odwrotnej transkryptazy RT/RH-p63.

Przechodzgc do szczegotowej recenzji rozprawy, postaram sie pokrotce
scharakteryzowa¢ zawarto$¢ zatgczonych trzech publikacji. - Drobiazgowe
recenzowanie prac, ktérych warunkiem przyjecia do druku byly pozytywne oceny przez
ekspertow, mija sie z celem, , ‘ T
W pracy: Gumna et al. ,,Retroviral-like determinants and functions réquired
for dimerization of Ty1 retrotransposon RNA”, RNA Biology, 2019 Autorka zajeta
sie badaniem mechanizmu dimeryzacji genomowego RNA Ty1 dazac ‘d(’) wytypowania
kluczowych sekwencji nukleotydowych zaangazowanych w tym procesie oraz
okresleniem roli biatka Gag Ty1. W oparciu o wcze$niejsze dane z badan nad



dimeryzacjg i pakowaniem RNA Ty1 do czgstek wirusopodobnych, wytypowata do
badan skrécony rejon 5’ gRNA retrotranspozonu, mTy1 (+1-576 nt). Istotnym wynikiem
badan byto wykazanie, ze dimer RNA powstawat jedynie w obecnosci petnej dtugosci
biatka Gag-p45, a wydajno$¢ jego tworzenia ro$nie wraz ze wzrostem stezenia biatka.
Badania strukturalne, wykorzystujace szereg nowoczesnych strategii, m.in. poprzez
wprowadzenie ukierunkowanych mutacji w newralgicznych regonach RNA, metode
analizy SHAPE, analize funkcjonalna, Doktorantka wykazata istotng role oddziatywan
wzajemnie komplementarnych sekwengiji palindromowych PAL1 i PAL2 w tworzeniu
dimeru gRNA Ty1. Wykluczony zostat udziat tRNAMet jak réwniez rola
migdzyczgsteczkowych oddziatywari PAL3/PAL3 i SL1/SL4 w tworzeniu dimeru RNA
Ty1. W publikacji zaproponowany zostat wiarygodny model (Fig. 4b) dimeru RNAmTy1,
utrzymywanego poprzez dwa krotkie, miedzyczasteczkowe dupleksy PAL1/PAL2.
Wspomniane wyzej badania zaprezentowane zostaly w obszernej, 1 54stronicowej’
publikacji, z 83-ema odnosnikami literaturowymi oraz Dodatkami (Supplementary data
1 &2), natomiast wersja polska streszczenia obejmuje 7 stron maszynopisu.

W drugiej publikacji wehodzacej w sktad rozprawy: Gumna et al. ,,RNA binding
properties of the Ty1 LTR-retrotransposon Gag protein”, International Journal of
Molecular Sciences, 2021 Pani mgr Julita Gumna skoncentrowata ‘sie na zbadaniu
specyficznosci oddziatywan biatek Gag Ty1: formy prekursorowej Gag-p49 oraz
dojrzatej Gag-p45, z trzema modelowymi RNA: RNA mTy1, noanSi Ty1 RNA i 18S
rRNA z S. cerevisiae. Badania te byly podyktowane zamiarem blizszego poznania
mechanizmu rozpoznawania gRNA retrotranspozonu podczas jego selektywnego
pakowania do czastek wirusopodobnych. Badania ~oddziatywan biatko-RNA
prowadzone byty w oparciu o dwie metody: termoforeze w skali mikro (MST) oraz
technike elektroforetycznej opdznionej migracji komplekséw w zelu (EMSA). W cyklu
badan stgzeniowych w buforach o roznej sile jonowej Doktorantka wykazata wysokie
powinowactwo i jednoczesnie stosunkowo niskg specyficznosé wigzania biatek Gag-
p49 i Gag-p45 do réznych RNA. Z kolei w badaniach kompetycyjnych ' pokazata, ze
stosunkowo nieduza réznica w powinowactwie wigzania moze warunkowaé
preferencyjne odziatywanie biatka Gag z RNA Ty1 zawierajgcego sygnat pakowania
gRNA Ty1 do VLPs. W dyskusji Doktorantka podchodzi bardzo ostroznie do swoich
wynikow, sugerujgc, ze zaobserwowane preferencyjne oddziatywanie biatka Gag z
RNA Ty1 moze stanowi¢ istotny aczkolwiek nie jedyny czynnik odpowiedzialny za
pakowanie RNA do czgstek wirusopodobnych (VLPs). Szczegodtowa prezentacja tego
cyklu badan zawarta zostata w 16-stronicowej publikacji z 61-ma odnosnikami, 6-ma
rozbudowanymi wykresami oraz Dodatkiem (Supplementary data) z kolejnymi 6-ma
wykresami i tabelami. :

Trzecia publikacja: Gumna et al. ,,RNAthor - fast, accurate normalization,
visualization and statistical analysis of RNA probing data resolved by capillary
electrophoresis”, PloS one, 2020 prezentuje nowe narzedzie, tzw. RNAthoﬁ,‘ oparty
na wykorzystaniu elektroforezy kapilarnej (CE; capillary electrophoresis), stuzacy do
W petni zautomatyzowanej normalizacji, wizualizacji oraz analizy statystycznej danych
otrzymanych z chemicznego mapowania (SHAPE, DMS) struktury RNA. Badania te
Pani mgr Gumna prowadzita w $cistej wspotpracy z Zaktadem  Bioinformatyki
Strukturalnej ICHB PAN. Metoda normalizacii danych RNAthor zostata przetestowana
na podstawie danych uzyskanych z prébkowania struktury RNA mTy1. Moze byé¢
réwniez rozszerzona pod katem analizy danych uzyskanych z innych anizeli SHAPE i
DMS metod prébkowania strukturalnego RNA, co Autorka pokazata w eksperymencie



probkowania komplekséw RNA/biatko rodnikami hudroksylowymi. Wprawdzie nie
jestem ekspertem w dziedzinie stosowania metod bioinformatycznych w ustalaniu
struktury drugorzedowej kwasow nukleinowych, tym niemniej, w $wietle lektury pracy
oraz dotgczonego do rozprawy 4-stronicowego streszczenia, zdaje sobie sprawe z
wagi tego narzedzia i wktadu intelektualnego Autorki, ktora, oprécz bogatej wiedzy
eksperymentalnej w dziedzinie probkowania chemicznego réznych czasteczek RNA,
musiata opanowac zawite tajniki bioinformatyki. Opracowana nowatorska metoda
posiada wiele zalet: w poréwnaniu z recznym czy potautomatycznym przetwarzaniem
danych, istotnie skraca czas potrzebny na analize danych, potrafi dokona¢ normalizaciji
z kilku eksperymentéw jednoczesnie, automatycznie wykrywa dane niewiarygodne,
dokonuje wizualizacji znormalizowanych warto$ci reaktywnosci, moze prowadzié
analize statystyczng i poréwnawczg kilku serii danych jednocze$nie, przewiduje
strukture drugorzedowa RNA na podstawie danych 'eksperymentalnych. Taka
wielofunkcyjnosé czyni RNAthor narzedziem w ogromnym stopniu wielofunkcyjnym.
Niezwykle cennym jest ogdlnodostepnosé tego bardzo uzytecznego narzedzia.
Publikacja ma 12 stron, 4 schematy/wykresy, 47 odnosnikow.

Zarbwno pozycja pierwszego Autora jak tez o$wiadczenia Promotora i innych
wspotautorébw w publikacjach stanowigcych trzon rozprawy doktorskiej, $wiadcza
dobitnie o dominujacej roli Pani mgr Julity Gumnej w znakomitej wiekszosci
prezentowanych badan. Na uwage zastuguje tez skrétowa forma opisu, niejako
spinajgca te prace. Autorka doskonale potrafita, bez Zbednego rozpisywania sie,
wypunktowac najwazniejsze wyniki badan i w sposéb dojrzaty je skomentowac.

Oprdcz trzech publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, Pani Julita Gumna
jest wspotautorkg trzech innych prac o tematyce bardzo zblizonej do zaliczonych jako
doktorat. Dwie z tych prac zostaty opublikowane w wysoko prestizowym czasopi$mie,
Nucleic Acids Research. Uwazam, ze powinny one réwniez zosta¢ wziete pod uwage
przy finalnej ocenie doktoratu. Dobry, w tym wypadku bardzo dobry doktorat, stanowi
0 0go6lnym poziomie naukowym Kandydatki, dojrzatosci do samodzielnego kierowania
pracg badawczg, réwniez zespotem naukowym. W przypadku Doktorantki, oprécz 6-
ciu oryginalnych publikacji, ma Ona w swoim dorobku 10 doniesien konferencyjnych,
kierowata trzema projektami badawczymi, w tym Preludium (NCN) oraz uczestniczyta
w 6-ciu innych grantach, m.in. Maestro, Opus i Sonata. Nie dziwi zatem, ze dwukrotnie,
kolejno w 2020 i 2021 roku, uzyskata prestizowe stypendia dla najlepszych
doktorantéw IChB PAN.

Reasumujac, oceniam rozprawe doktorskg Pani mgr Julity Gumnej bardzo
wysoko, zdecydowanie powyzej Sredniego poziomu doktoratéw, jakie dane mi byto
recenzowac na przestrzeni wielu lat mojego funkcjonowania w nauce. Zaréwno bogaty
dorobek naukowy uzyskany w stosunkowo krotkim czasie studiow doktoranckich, jak
tez dojrzaty sposéb prezentacji trzech prac stanowigcych rozprawe, dajg'podstawe do
wnioskowania o wyréznienie, co czynie z petnym przekonaniem. Jednocze$nie
sktadam formalny wniosek do Wysokiej Rady Naukowej IChB PAN o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu.
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