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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Andrzejewskiej-Romanowskiej
"Charakterystyka dynamiki strukturalnej i funkcjonalnej genoméw RNA aktywnych

retrotranspozonéw LTR"

Tematem  przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej sg badania
retrotranspozondéw z klasy LTR (long-terminal repeat). Celem pracy byto poznanie struktury
RNA tych transpozondw in vivo (w komérce). W przedstawionych badaniach zastosowano
nowoczesne metody chemicznego prébkowania struktury RNA w pofaczeniu z analizami
bioinformatycznymi.

W sktad przedstawionej rozprawy wchodzg trzy publikacje:

- Artykut przegladowy Andrzejewska A. et al. Int. J. Mol. Sci, 2020.

- Praca doswiadczalna Andrzejewska A. et al. Nucleic Acids Res., 2021, opisujgca
strukture genomowego RNA retrolementu Ty1.

- Praca doswiadczalna Andrzejewska A. et al. Nucleic Acids Res., 2024, opisujgca
strukture genomowego RNA retrolementu Ty3.

We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem i wniosta wiodgcy wktad
w ich powstanie.

Ocena przedstawionej rozprawy jest w mojej opinii formalnoscig. Doktorantka
opublikowata dwie znakomite prace Nucleic Acids Research, ktére jest obecnie wiodgcym
pismem w dziedzinie szeroko pojetych badan kwaséw nukleinowych. Mgr Andrzejewska-
Romanowska kieruje grantem NCN Preludium. Jest tez laureatky prestizowych stypendiow
FNP START i L'Oréal-UNESCO dla Kobiet i Nauki. Lektura prac wchodzgcych w sktad rozprawy
potwierdza bardzo wysoka jako$¢ badan prowadzonych przez Doktorantke.

Struktura RNA to bardzo aktualny temat i aktywne pole badan, ktére stawia przed
badaczami wiele wyzwan. Z jednej strony dysponujemy stosunkowo niewielkg liczbg
okreslonych doswiadczalnie struktur przestrzennych RNA. Z drugiej strony, w odrdznieniu od

biatek, struktura RNA in vivo, ze wzgledu na wptyw srodowiska komorki, moze znaczgco



réznic sie od struktury in vitro okreslonej metodami biologii strukturalnej. Dlatego wazne jest
opracowywanie nowych metod okreslenia struktury RNA w jego naturalnym srodowisku,
czyli w komérce. Wiodgca role petnig tu metody, ktére tgczg uzycie substancji chemicznych
reagujgcych réznicowo z grupami 2’-OH RNA w zaleznosci od stopnia ustrukturyzowania
odpowiedniego nukleotydu oraz przepisywania tak zmodyfikowanego RNA do DNA z
uzyciem odwrotnych transkryptaz. W ostatnich latach rozwdj tych metod przynidst przetom
w naszym rozumieniu struktury RNA in vivo. Doktorantka z sukcesem wdrozyfa te metody, w
tym ich najnowsze warianty, i zastosowata je do badania struktury genomowego RNA
retrotranspozonéw. Sg to mobilne elementy genetyczne, w namnazaniu ktérych etapem
przejsciowym jest transkrypt RNA. Aktywnos¢ tych transpozondw ma fundamentalne
znaczenie w ewolucji, poniewaz ich namnazanie jest jednym z najwazniejszych procesow
ksztattujgcych architekture genomoéw eukariotycznych. Dodatkowo fundamentalne
znaczenie biologiczne retroelementéw Ty3 polega na tym Zze to z nich wyewoluowaty
retrowirusy, np. ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV). Zrozumienie jak zaszta ta ewolucja
jest niezmiennie ciekawe. Warto podkresli¢, ze RNA retrotranspozondw to bardzo dobrze
dobrany obiekt badan. Replikacja tych elementéw genetycznych wymaga bowiem
powstawania konkretnych elementéw funkcjonalnych i regulatorowych w RNA o okreslonej
strukturze. Podsumowujgc, Doktorantka przeprowadzita, nowoczesne, aktualne i
interesujgce badania opisane w dwdch bardzo dobrych publikacjach.

Wstep rozprawy jest dobrze i klarownie napisany i umiejetnie przedstawia zaréwno
biologie retronspozondw, najwazniejsze elementy struktury ich transkryptéw, jak i
metodologie badania struktury RNA — mapowanie chemiczne i metody obliczeniowe. Dobrze
przygotowane ryciny pomagajg w zrozumieniu tekstu wstepu.

Pierwszy z przedstawionych artykutéw to praca przeglagdowa. Opisuje ona dostepne
dane dotyczace catogenomowych badan struktury RNA. Napisanie tego artykutu musiato sie
wigzaé z duzym naktadem pracy, poniewaz dane sg bardzo ztozone, powstaty przy uzyciu
réoznych metod doswiadczalnych i mogg mieé niespdjne konkluzje. Dlatego ich zestawienie,
poréwnanie i proba znalezienia uniwersalnych elementow jest cennym wkiadem do
dziedziny. Jest to wartosciowa praca, ktéra mogta ukaza¢ sie w czasopismie innej oficyny

wydawniczej.



Pierwsza praca doswiadczalna (Andrzejewska A et al. Nucleic Acids Res, 2021) opisuje
badania drozdzowego retrotranspozonu Tyl w tym pierwszg charakterystyke strukturalng
catego genomowego RNA tego transpozonu in vivo. Uznanie budzi dobre zaplanowanie
badan, w ktérych poréwnano strukture RNA Tyl transkrybowanego in vitro (bez czynnikdéw
komoérkowych) oraz in vivo po ekspresji w starannie dobranym organizmie modelowym
(szczep S. paradoxus, ktory nie posiada wiasnych retrotranspozondéw Ty1l). Do tego badania
przeprowadzono w warunkach zahamowanej translacji. Od strony metodologicznej cenne w
tej pracy jest to, ze pordwnano trzy rézne odczynniki modyfikujgce grupy 2'-OH. Szczegétowy
opis wynikow zostanie przedstawiony podczas obrony, jednak gtéwna konkluzja pracy jest
taka, ze genomowe RNA elementy Tyl jest mniej ustrukturyzowane in vivo. Jest to zgodne z
tym, ze biatka wigzgce RNA oraz maszynerie odczytujgce RNA mogg rozluznia¢ jego
strukture. Do maszynerii tych nalezg rybosomy, poniewaz w warunkach zahamowanej
translacji RNA Tyl jest bardziej ustrukturyzowane. Co jednak wazine, elementy, ktérych
struktura jest niezbedna to namnazanie retrotranspozonu, takie jak sekwencje
odpowiedzialne np. za dimeryzacje, cyrkularyzacje i pakowanie RNA do czasteczek
wirusopodobnych oraz hybrydyzacje tRNA, ktére dziata jako starter zachowujg swoja
strukture in vivo. Opisywana publikacja jest profesjonalnie przygotowana i zawiera bardzo
duzo wynikdw uzyskanych z zastosowaniem rdézinych podejs¢: doswiadczalnych i
obliczeniowych. W mojej opinii jest ona ciekawa i wazna dla badan struktury RNA i biologii
retrotranspozondw.

Druga praca opisuje badania struktury RNA retroelementu Ty3. Warto podkresli¢, ze
grafika zwigzana z tym artykutem zostata zamieszczona na oktadce odpowiedniego numeru
Nucleic Acids Research. W pracy tej zastosowano nieco inng metodologie. Zamiast analizy
fragmentow DNA, ktére powstajg na skutek zatrzymania sie odwrotnej transkryptazy na
modyfikowanym nukleotydzie za pomoca elektroforezy kapilarnej, wykorzystano zdolnos$é
odwrotnej transkryptazy do odczytywania i kopiowania modyfikowanych nukleotyddow. To
czesto wigze sie z wprowadzeniem mutacji do cDNA, ktére mozina wykryé metodami
sekwencjonowania nowej generacji. Dodatkowo, zamiast RNA produkowanego in vitro jako
probki referencyjnej uzyto RNA uzyskanego ex vivo po renaturacji. Wyniki pokazaty, ze
stosunkowo niewielkie réznice strukturze RNA Ty3 miedzy warunkami in vivo i ex vivo.

Istotne dla replikacji transpozonu elementy takie jak miejsce wigzania tRNA, ktére stuzy jako



starter w odwrotnej transkrypcji czy kontakty dimeryzacji RNA, w tym nowe zidentyfikowane
w tej pracy, miaty zachowang strukture niezaleznie od warunkéw. Cenng czescig pracy jest
porédwnanie wynikéw mapowania struktury dla RNA z Tyl, Ty3 i wirusa HIV-1. Te prace,
podobnie jak poprzednig, oceniam bardzo wysoko.

Podczas obrony chciatbym prosi¢ Doktorantke do odniesienia sie do nastepujacych
kwestii:

Prébkowanie struktur RNA Tyl i Ty3 przeprowadzono przy uzyciu nieco innych podejs¢
eksperymentalnych. Jak moze to wptywac na miarodajnosé poréwnan wynikéw uzyskanych
dla réznych RNA? Na przyktad RNA Tyl byto badane po transkrypcji in vitro a RNA Ty3 po
ekstrakcji z komoérek. W tym drugim przypadku w RNA mogty zosta¢ wprowadzone
modyfikacje chemiczne wptywajgce na stabilnos¢ struktury. Jest to o tyle wazne, ze wyniki w
przedstawionych pracach wskazujg, ze RNA Tyl wykazuje wieksze rdznice struktury miedzy
warunkami in vitro i in vivo niz RNA Ty3 miedzy warunkami ex vivo i in vivo.

RNA transpozonu przechodzi droge od transkrypcji przez eksport z jadra, wtgczanie do
retrosomoéw i wreszcie pakowanie do czgsteczek wirusopodobnych (VLP). W obu pracach
pojawiajg sie odniesienia do tego, ze procesy te mogg wptywac na strukture RNA. Chciatbym
prosi¢ o catosciowe przedyskutowanie tej kwestii i oraz omdwienie mozliwych podjesé
doswiadczalnych, ktére mogtyby pozwoli¢ na zbadanie zmiany struktury RNA podczas jego
drogi od transkrypcji do VLP.

Podsumowujgc, opisane badania sg na wysokim poziomie merytorycznym, powstaty
przy uzyciu nowoczesnych metod i dostarczyty istotnych informacji o strukturze
genomowego RNA retrotranspozondw Ty3 i Tyl. W mojej opinii przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone 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 wprowadzajace 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 nr
28/2024/Internet z dnia 20 marca 2024 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr Angeliki Andrzejewskiej-Romanowskiej do

dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.



Jednoczesnie, biorgc pod uwage jakos¢ badan i sukces publikacyjny, wnosze o

wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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