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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech zatytulowanej

»lransferowy RNA jako substrat deaminazy APOBEC3A”.

Praca doktorska Pani mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech zostata wykonana pod opieka prof.
Pauliny Jackowiak oraz dr Lucyny Budzko w Zaktadzie Biologii Molekularnej 1 Systemowe;j

Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

Badania opisane przez Doktorantke dotyczyly potwierdzenia hipotezy zakladajacej, ze
aktywno$¢ deaminazy APOBEC3A, odpowiedzialnej w warunkach fizjologicznych za edycje
sekwencji ssDNA odnosi si¢ rowniez do czgsteczek tRNA. Podstawg do sformutowania tej
hipotezy byly niedawne doniesienia o aktywnos$ci biatkka APOBEC3A wzgledem cytydyn
wystepujacych w mRNA zlokalizowanych w obrebie struktur typu ,,spinka do wtoséw”, a takze
fakt, ze enzymy te pochodza ewolucyjnie od deaminaz adenozyny tRNA. Potwierdzenie
zatozen zaproponowanych przez Doktorantke umozliwiloby szersze spojrzenie na zakres
dziatania deaminaz, a takze ukierunkowataby przyszte badania dotyczace regulacji aktywnosci
enzymoéw z tej klasy pod katem wpltywu na rozwoj zjawisk patologicznych w komorkach
ludzkich, m.in. prowadzacych do niestabilno§ci genomu 1 wystepowania procesOw

onkogennych.

Praca do recenzji zostala dostarczona w klasycznej formie ksigzki oraz w postaci pliku pdf.
Rozprawa mgr Hoffa-Sobiech ma kompozycje typowa dla rozpraw doktorskich 1 sktada si¢ z
rozdziatow obejmujacych: wprowadzenie do tematyki badan, zdefiniowanie celu badawczego,
stanowigcego podstawe przygotowania niniejszej rozprawy doktorskiej, opis metod i
materiatlow wykorzystanych do przeprowadzenia do$wiadczen, uzyskane wyniki, odnoszaca
si¢ do nich dyskusje oraz spis literatury. Praca zawiera roéwniez streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, wykaz stosowanych skrotow, a takze ogdlne wnioski pltynace z uzyskanych

wynikow.
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We wstepie Autorka zapoznaje czytelnika z biatkami z rodziny AID/APOBEC, omawiajac ich
ewolucje, funkcje oraz znaczenie biologiczne. Nastgpnie Doktorantka koncentruje si¢ na
przedstawieniu dostepnych informacji dotyczacych specyficznosci substratowej, roli w
nowotworzeniu czy tez wtasciwosciach przeciwwirusowych biatka APOBEC3A, ktore stanowi
przedmiot niniejszej pracy badawczej. Przedstawione dane pozwalajg zrozumie¢ znaczenie i
zasadnos$¢ podjetej tematyki badawczej, co prowadzi do sformulowania celu pracy, ktérym jest
zbadanie aktywno$ci enzymu APOBEC3A wobec tRNA. Ta cz¢$¢ pracy zostala napisana w

sposob jasny, spdjny i logiczny.

Rozdzial ,,Materialy i Metody” zostal przygotowany w sposob szczegodtowy, co w duzej mierze
umozliwia odtworzenie opisanych prac doswiadczalnych. Autorka zawarla precyzyjne
informacje dotyczace uzytych odczynnikdéw, szczepow bakteryjnych oraz oligonukleotydow.
Zastosowane metody badawcze zostaly przedstawione poprawnie i w sposob uporzadkowany,
jednak w kilku miejscach pojawiaja si¢ watpliwosci wymagajace doprecyzowania. Uwagi

dotyczace tych kwestii zostang przedstawione w dalszej czg$ci niniejszej recenzji.

Wyniki zaprezentowane przez Doktorantke mozna podzieli¢ na dwie czesci. Pierwsza
koncentrowala si¢ na uzyskaniu aktywnego bialkka APOBEC3A, bedacego narz¢dziem
badawczym w kolejnych eksperymentach oraz jego nieaktywnego mutanta, petnigcego funkcje
kontrolng. Oba warianty biatka APOBEC3A uzyskano w fuzji z S-transferazg glutationowa
(GST), ktora podczas jednego z etapéw oczyszczania byla usuwana. Czy istnieje powod, dla

ktérego nie usunieto znacznika heksahistydynowego?

Druga =zasadnicza cze$S¢ pracy poswiecona byta badaniu aktywnosci deaminzaowej
APOBEC3A wobec roznych substratow: ssDNA, RNA z niemodyfikowang 1 modyfikowang
cytydyng. Wykonane 1 opisane przez Doktorantk¢ doswiadczenia doprowadzily do
potwierdzenia hipotezy, ze deaminaza APOBEC3A wykazuje aktywno$¢ wzgledem reszt
cytydynowych w tRNA 1 stanowi rowniez pierwsze doniesienie o aktywnos$ci badanego
enzymu wzgledem 5-metylocytydyny w obrebie RNA. Dodatkowo zidentyfikowano edycje
cytydyny w puli fragmentow tRNA pochodzacych od pacjentéw z nowotworami co istotnie
wzbogaca przedstawiony material badawczy. Cho¢ nie zaobserwowano korelacji ekspresji
genu APOBEC3A z poziomem edycji tRNA analizowanych czasteczek, zagadnienie to wydaje
si¢ bardzo interesujace 1 z pewnoscig zastluguje na poglebione badania w przysztosci. Ponadto,
analiza profilu deaminacji bgdacego efektem dzialania APOBEC3A wskazata preferencje
dotyczace potozenia modyfikowanych rybonukleotydow w obrebie sekwencji tRNA,



otwierajac w ten sposob temat badania czynnikdéw decydujacych o wydajnosci procesu edycji

przez APOBEC3A zaleznej od pozycji reszty w obrgbie sekwencji i struktury tRNA. Na

potencjalny rozwoj tego typu badan wptynie na pewno zoptymalizowana przez Doktorantke

metoda wydajnego uzyskiwania rekombinowanego biatka APOBEC3A oraz jego nieaktywne;j

formy, tj. wariantu E72A w prokariotycznym systemie ekspresji.

Czytajac prace nasun¢to mi si¢ kilka uwag 1 pytan, na ktore prosz¢ o odpowiedz podczas

obrony:

1.

Autorka na stronie 77 opisuje polozenie reszty cytydynowej (Oligo dC) oraz na stronie
78 reszty urydynowej (Oligo dU) jako pozycje 40, podczas gdy zgodnie z sekwencja
nukleotydowa zamieszczong w Tabeli 7 jest to pozycja 41. Podobna niezgodno$¢
wystepuje w przypadku SmdC oraz ShmdC.

Doktorantka opisata trudnosci w przygotowaniu plazmidu APOBEC3A (WT) w
wektorze ekspresyjnym pGEX4T1. Czy rozwazano zastosowanie ukierunkowanej
mutagenezy na plazmidzie pGEX4T1 E72A 3A w celu odtworzenia sekwencji
nukleotydowej kodujacej biatko typu dzikiego (WT)?

Prosze o wyjasnienie, w jaki sposob podczas sgczenia molekularnego z uzyciem
kolumny Superdex 75 zostaly rozdzielone biatka GST-tag oraz APOBEC3A, skoro —
jak sama Autorka wskazuje — maja one bardzo zblizone masy czasteczkowe. W
obecnym opisie brak jest informacji, ktore ttumaczytyby skuteczno$¢ rozdziatu w takich
warunkach.

Rysunek 30. Str. 101 opis pod rycing wskazuje, ze zawarto§¢ mS5rC/hm5rC zostata
wyrazona jako procentowy udziat danego nukleozydu w puli wszystkich nukleozydow
w probie, odniesiony do kontroli bez biatka. Pomimo tego opisu, wartosci
przekraczajace 100% pozostaja biologicznie nieintuicyjne i moga by¢ mylace dla
czytelnika. Wskazane byloby jednoznaczne doprecyzowanie w legendzie ryciny, ze
warto$ci powyzej 100% wynikaja z normalizacji oraz zmienno$ci pomiarowej, a nie z
rzeczywistego wzrostu poziomu modyfikacji.

W pracy przedstawiono wyniki modelowania oddzialywan biatka APOBEC3A z
wybranymi izodekoderami tRNA, w ktérych zachodzita bardzo wydajna edycja
cytydyny. Stwierdzenie Autorki na stronie 93, iz ,,W zZadnym z modeli nie
zaobserwowano konfliktéw sterycznych migdzy biatkiem a tRNA, co potwierdzito
mozliwos¢ edycji wszystkich trzech pozycji antykodonu”, nalezy uzna¢ za niefortunne.

Wynika to z faktu, ze edycja cytydyny w tych pozycjach zostata wczesniej potwierdzona



eksperymentalnie, zatem brak konfliktéw sterycznych w modelach nie wnosi nowej
informacji. Zasadne byloby natomiast rozszerzenie analizy o modelowanie innych
pozycji w tRNA, ktore ulegaja edycji cytydyny z niskg wydajnoscia lub nie ulegaja jej
wcale, co mogloby pozwoli¢ na wyjasnienie mechanizmu tych réznic na poziomie
molekularnym.

6. W ramach niniejszej rozprawy opracowano pierwsze modele wigzania petli
antykodonowej tRNA przez APOBEC3A. Czy podejmowane juz byty lub planowane
sg proby potwierdzenia modelu poprzez zbadanie stabilnosci oddziatywan lub
tworzenia si¢ kompleksu APOBEC3A-tRNA dla rekombinowanej deaminazy
APOBEC3A zawierajacej substytucje aminokwasowe w obrebie petli L3?

Praca zostata napisana zrozumialym i jasnym je¢zykiem naukowym. W tekscie wystepuja
jedynie nieliczne bledy edytorskie, np. ,,ANNOVA” zamiast ,,ANOVA” w opisie rysunkow 17,
19,30132 lub ,,deminowac” zamiast ,,deaminowaé” na stronie 117. Podczas redagowania pracy
wkradt si¢ btad numeracji rozdziatow w czegsci ,,Dyskusja”, dotyczacy rozdziatu 5.4.2 ,,Wplyw
deaminacji na biogeneze i1 funkcje tRF” oraz rozdziatu 5.4 ,,Deaminacja 5-metylocytydyny w
RNA”, natomiast w wersji ksigzkowej strona 34 poprzedza strony 32 i 33. Zwracam roéwniez
uwage na stosowane przez Doktorantke sformutowanie ,,odporno$¢ na antybiotyk” zamiast
poprawnego ,,opornos¢”. Ponadto, w opisie struktury trzeciorzedowej biatka APOBEC3A
Doktorantka wskazuje wystgpowanie 5 B-harmonijek, co jest mylace, poniewaz w strukturze

wystepuje jedna B-harmonijka (kartka) zbudowana z 5 B-wstazek.

Przedstawione przez mnie uwagi w Zaden sposOb nie umniejszaja wartosci merytorycznej i
naukowej przedstawionej pracy, ktorg oceniam bardzo pozytywnie. Stanowi ona istotny wkiad
w zrozumieniu funkcji APOBEC3A oraz wyjasnienia zjawisk zwigzanych z niestabilnos$cia
genomowa, mutageneza nowotworowg oraz potencjalnym wykorzystaniem tych enzymow w
biotechnologii i medycynie.

Podsumowujac stwierdzam, ze 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.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN
nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuje¢ do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech do

dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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