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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. "Charakterystyka dynamiki strukturalnej i funkcjonalnej genomow RNA aktywnych
retrotranspozonéw LTR”

Doktorantka: Pani mgr Angelika Andrzejewska-Romanowska

Przedtozona rozprawa doktorska dotyczy bardzo waznego zagadnienia, zwigzku pomiedzy
strukturg a funkcjg czasteczek RNA, w zestawieniu z ich niezwyklg plastycznoscia i powigzanymi
z t3 cechg licznymi interakcjami w komdrce. Analiza struktury drugorzedowej RNA opiera sie
obecnie o technike SHAPE (Selective 2’ Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension), ktéra
dwie dekady wstecz zrewolucjonizowala badania struktury drugorzedowej RNA. Byta
analizowana najcze$ciej w warunkach in vitro, nie odzwierciedlajgc lub w niewystarczajagcym
stopniu ukazujac stan rzeczy w komorce. Jak zaznacza Autorka, in vivo analizowano jg dotad w
odniesieniu do RNA nielicznych wiruséw.

Rozprawa zostata wykonana w Zaktadzie Struktury i Funkcji RNA, kierowanym przez
Panig dr hab. Katarzyne Pachulska-Wieczorek, posiadajaca duze do$wiadczenie i osiggniecia w
badaniu struktury RNA. Modelem do badan zaleznos$ci pomiedzy struktura RNA a funkcjg byty w
rozprawie dwa typy aktywnych drozdzowych retrotranspozonéw LTR, Tyl i Ty3. Analizie
poddano genomowy RNA (gRNA) i badano wplyw struktury na ich replikacje oraz inicjacje
translacji w komdrce Saccharomyces cerevisiae. Opisane w niniejszej rozprawie badania tych

gRNA stanowity kontynuacje wcze$niejszego projektu tegoz laboratorium, w ktérym uzyskano


http://www.igcz.poznan.pl/

strukture retrotranspozonu Ty1, lecz jedynie in vitro i dotyczyta wytacznie pierwszych 1482 nt
sposrod 5.7 kz.

W sktad rozprawy wchodzi artykut przegladowy opublikowany w International Journal of
Molecular Sciences z dzielonym pierwszym autorstwem Doktorantki oraz dwa artykuty
oryginalne opublikowane w Nucleic Acids Research, oba z jej pierwszym autorstwem. Artykuty
poprzedza zwarty i znakomicie skonstruowany Wstep wprowadzajgcy w $wiat
retrotranspozonow LTR, zawierajgcy opis ich cyklu zyciowego oraz sekwencji regulatorowych.
W dalszej czesci nastepuje przedstawienie metod badania struktury RNA z zastosowaniem
chemicznego mapowania (SHAPE). Oméwione zostaty zalety i wady poszczegdélnych odmian
SHAPE zastosowanych w rozprawie a takze narzedzia bioinformatyczne oraz analizy
statystyczne. Jedynym mankamentem polskiego oméwienia rozprawy jest stosunkowo ubogi

zestaw skrotow.

W ARTYKULE PRZEGLADOWYM Autorka wykorzystata bogate dane pochodzace z badan
transkryptomoéw réznych organizmoéw by przedstawic¢ biezgcy stan wiedzy na temat zaleznosci
pomiedzy strukturg RNA in vivo a funkcja w powigzaniu z translacjg, stabilno$ciag RNA, jego
degradacjg, wigzaniem RBPs oraz potranslacyjnymi modyfikacjami. Artykut jest napisany w
sposéb zwarty i informatywny. Ukazuje szersze tto zagadnien ujetych nastepnie w sposoéb
bardziej szczegélowy w artykutach oryginalnych. Opisane w nim zagadnienia $wietnie

podsumowuje zamieszczona w artykule Tabela 2.

PIERWSZY ARTYKUL ORYGINALNY zawiera nowatorskie i ukoronowane sukcesem
podejscie badawcze, ktore polegato na przeprowadzeniu po raz pierwszy analizy in vivo struktury
calego genomowego RNA aktywnego retrotranspozonu drozdzowego Tyl, z zastosowaniem
techniki SHAPE-CE skonfrontowane nastepnie ze strukturg w warunkach in vitro wykonang przez
Panig dr Zawadzka, z tego samego laboratorium. To poréwnanie pozwolito wyodrebni¢ struktury
zachowane w obu stanach, wedlug Autorki prawdopodobnie najwazniejsze funkcjonalnie.
Bowiem owe wystepujace w obu stanach struktury obejmowaty konce 5’ i 3° w ktérych zawarte
sg sygnaly istotne dla dimeryzacji, cyklizacji oraz miejsce przytaczania tRNAiMet stanowigce
starter do odwrotnej transkrypcji. Zastanawia mnie zamieszczone Kkilkukrotnie w polskim
omoéwieniu stwierdzenie, obecne rowniez w artykutach oryginalnych ,Uzyskane wyniki ujawnity
silny wplyw $rodowiska komérkowego na zwijanie gRNA retrotranspozonu...”, np. w abstrakcie
NAR 2021: “Comparative analyses reveal the strong impact of the cellular environment on folding
of Tyl RNA”. Te sformutowania wskazywatoby Ze in vitro jest stanem naturalnym dla tego gRNA
Ty1. Powiedziatbym raczej, "Uzyskane wyniki pokazuja, Ze struktura czgsteczki RNA analizowana

in vitro odbiega w znacznym stopniu od struktury w komorce.”



Bardzo interesujgcym watkiem byto zastosowanie kasugamycyny blokujacej translacje
ktére pokazato gRNA Ty1 jako bardziej ustrukturyzowany w poréwnaniu z kontrola, co wedtug
Autorki mogtoby wskazywac na to ze aktywne rybosomy rozplatajg strukture. Na pewno stanowi
wazny wynik wstepny do bardziej szczegétowej analizy tego mechanizmu.

Autorka potwierdzita wecze$niejsze analizy pokazujace wystepowanie struktury
pseudowezla w regionie 5’ retrotranspozonu Tyl. Jej analizy doprowadzity do wniosku zZe
struktura ta powstaje wcze$niej niz sadzono, tzn. przed pakowaniem gRNA w czastki VLP.

Interesujacy bytby komentarz w jaki sposéb zmienia to myslenie o znaczeniu tego pseudowezta?

DRUGI ARTYKUL ORYGINALNY ma znacznie szerszy zakres w poréwnaniu z pierwszym.
Dotyczy analizy struktury retrotranspozonu Ty3. W tej cze$ci rozprawy Autorka zastosowata
nieco inne, nowocze$niejsze podejscie metodologiczne SHAPE-MaP. Analize gRNA w obu stanach,
in vitro i in vivo, przeprowadzita samodzielnie. Analizy doprowadzity do wniosku, Ze podobnie do
Ty1, czasteczka gRNA Ty3 in vivo jest mniej ustrukturyzowana, chociaz z drugiej strony region 5’
gRNA jest nawet bardziej stabilny in vivo niz in vitro. Rowniez w przypadku Ty3 i pomimo
zastosowania odmiennego podejscia sekwencje wazne funkcjonalnie wystepowaty w regionach
ustrukturyzowanych w obu stanach, in vitro i in vivo. Sugestia zawarta w obu artykutach, ze
regiony stabilne w obu stanach s najistotniejszymi funkcjonalnie np. w regionach 5’ oraz 3’ gRNA,
znalazta réwniez poparcie w artykule opisujacym retrotranspozon Ty3. Pokazano w nim
obecno$¢ duzej liczby motywoéw tworzacych rdzen (nazwany w ten sposob przez Autorke, bo
obecny w obu stanach), ktéra znajduje sie w obrebie lub w poblizu regionu kodujacego odwrotng
transkryptaze, stanowigca najbardziej ewolucyjnie zachowang domene biatkowg ws$réd
retroelementéw.

Osiagnieciem bylo réwniez pokazanie kluczowego, nieopisanego dotad znaczenia
palindromowej sekwencji PAL6 w dimeryzacji gRNA Ty3 od kotica 5’, ktéra wedtug Autorki moze
stanowi¢ gtéwne miejsce tworzenia dimeru in vitro.

Analiza pod katem wystepowania pseudoweztéw oraz kwadrupleksu G in vivo pokazata
potencjalne tworzenie dwdch pseudowezléw oraz wskazata na miejsce potencjalnie tworzace
kwadrupleks G, to ostatnie zaraz za kodonem AUG. Wyniki obu analiz in vitro i in vivo sa zgodne.
Czy mozna przypuszczac jakie znaczenie ma ich obecno$¢, np. dla translacji gRNA?

Doceniam identyfikacje struktur rdzeniowych, ktore ze wzgledu na stabilno$¢ w obu
stanach wydajg sie funkcjonalnie bardzo istotne. Jednak kierunek badan fragmentéw gRNA
ktérych stopien ustrukturyzowania zmienia sie in vivo w poréwnaniu ze stanem in vitro wydaje
sie réwnie lub nawet bardziej interesujacy, cho¢ strategicznie skomplikowany. Rozprawa nasuwa
oczywiste pytanie, odzwierciedleniem jakich interakcji sg regiony gRNA mniej lub bardziej

ustrukturyzowane in vivo w poréwnaniu ze stanem in vitro. W jakim stopniu bardziej rozwinieta



struktura uzyskana in vivo odzwierciedla interakcje z biatkami ktorych brak w badaniach in vitro
i vice versa. Jednym z waloréw rozprawy jest otwarcie tego typu pytan i nowej perspektywy

badan.

Podsumowanie

Rozprawe uwazam za niezwykle wartoSciowa. Opisane w niej osiggniecia oceniam wysoko.
Zastosowana metodologia rozprawy, w istotnym stopniu wzbogacona przez Autorke, umozliwita
przeprowadzenie wielostronnej charakterystyki i poréwnanie struktur dtugich czasteczek RNA w
warunkach in vivo, nie tylko in vitro. Novum rozprawy stanowi m. in. zaproponowanie na
przyktadzie retrotranspozonu Tylpierwszego ogolno-genomowego modelu in vivo struktury
endogennego drozdzowego jednoniciowego RNA. To poréwnanie pozwolito dostrzec istotne
réznice w zwijaniu wirusowych gRNA w obu stanach, in vitro i in vivo, oraz wskaza¢ stabilne w
obu stanach sekwencje rdzeniowe, ktore pokrywaty sie z regionami istotnymi funkcjonalnie. Byto
to wazne w konteks$cie postawionych pytan o zaleznos$¢ pomiedzy strukturg gRNA a funkcjg w
cyklu replikacji retrotranspozonu oraz w translacji. Ponadto badania wskazaty rejony gRNA ktore
mogtyby potencjalnie stuzy¢ jako cele dla lekdw przeciwwirusowych, biorac pod uwage

homologie pomiedzy retrotranspozonami Ty1 i Ty3 a wirusami RNA.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN
nr 28/2024 /Internet z dnia 20 marca 2024 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Panig mgr Angelike Andrzejewska-Romanowska do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora. Biorgc pod uwage wysoka warto$¢ rozprawy

wnioskuje réwniez o jej nagrodzenie.
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