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Opinia o rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech zatytutowane;
, Transferowy RNA jako substrat deaminazy APOBEC3A”

W rozprawie doktorskiej mgr inz. Karolina Hoffa-Sobiech przedstawia badania majace
na celu weryfikacje hipotezy méwiacej, ze czasteczki tRNA moga byc¢ substratem ludzkiej
deaminazy APOBEC3A. Praca doktorska mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech zostata wykonana w
Zakladzie Biologii Molekularnej i Systemowej w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN pod
kierunkiem promotora dr hab. Pauliny Jackowiak, prof. ICHB PAN oraz promotora
pomocniczego dr Lucyny Budzko.

Rozprawa doktorska ma uktad tradycyjny. Liczy 138 strony. Praca opatrzona jest
Wstepem, w ktérym autorka opisuje funkcje wystepujacych u cztowieka poszczegéinych 11
deaminaz, nalezacych do rodziny AID/APOBEC. Biatko APOBEC3A, naleiace do tej rodziny i
bedace tematem rozprawy doktorskiej, jest opisane szczegélnie doktadnie. Pokazano migdzy
innymi, ze ta deaminaza wykazuje zdolnos$¢ do deaminacji cytydyn w jednoniciowym DNA oraz
mRNA. Wstep dobrze wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy doktorskiej.

W rozdziale Materialy Metody doktorantka bardzo doktadnie opisata stosowane przez
siebie procedury i podejécia eksperymentalne. Wedtug mnie zabrakto tu jednak chocby
krétkiego opisu zamieszczonych w doktoracie doswiadczen wykonanych przez
wspotpracownikow doktorantki, co utrudnia ich zrozumienie.

W rozdziale Wyniki doktorantka przedstawita badania, ktére zastosowata w celu
scharakteryzowania aktywnosci, puli substratéw i preferencji deaminazy APOBEC3A. Tok
badawczy jest dobrze zaplanowany. Jako kontrole negatywna w eksperymentach

zastosowano enzymatycznie nieaktywny wariant deaminazy APOBEC3A. Oba te enzymy
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zostaty przez doktorantke sklonowane do plazmidéw ekspresyjnych, nadprodukowane w E.
coli oraz oczyszczone. Klonowanie i nadprodukcja dzikiej formy APOBEC3A nastrgczata
problemy z uwagi na toksyczno$¢ tego biatka dla bakterii, co wymusito modyfikacie w
procedurach i zastosowanie plazmidu ze scista kontrolg nadprodukcji produktéw biatkowych.
Nastepnie doktorantka analizowata aktywnosci wyizolowanych enzyméw wobec substratéw
(ssDNA, oraz jednoniciowe fragmenty RNA), dla ktérych takie aktywnosci zostaty uprzednio
opisane. Uzyskane wyniki byly zgodne z danymi literaturowymi, co pozwolito na przystapienie
do analizy aktywnosci deaminazy wzgledem tRNA. Doktorantka wyizolowata pulg tRNA z
komérek HEK293T, poddata je deaminacji przy uzyciu APOBEC3A i pokazata metodg
ultrawydajnej chromatografii cieczowej, ze deaminacja cytydyn zachodzi. Nastepnie okreslita
wzér edycji tRNA przez APOBEC3A wykorzystujac do tego stworzong przy uzyciu metody
YAMAT-seq biblioteke tRNA. Takie podejscie pozwolifo doktorantce zidentyfikowac 55
izodekoderéw tRNA, w ktorych cytydyna ulegata edycji na 87 zidentyfikowanych
izodekoderéw tRNA. Doktorantka pokazata, ze w wigkszoséci przypadkéw do edycji cytydyn
dochodzi w petli antykodonu. Znalazta tez przypadki edycji w petli D i petli zmiennej. Analiza
uzyskanych wynikéw pozwolita doktorantce na okreslenie czgstosci wystepowania
poszczegolnych nukleozydéw w bliskim otoczeniu cytydyny, ktéra ulegta deaminacji. Nalezy
jednak zauwaiyé, ze analiza zdolnosci APOBEC3A do deaminacji cytydyn w tRNA in vitro
zostata wykonana w warunkach preferujacych zachodzenie tej reakcji enzymatycznej. Czas
reakcji to 3 godziny a stechiometria enzymu w stosunku do hipotetycznych substratow
wynosita ok. 1:1. Czy doktorantka prowadzita podobne reakcje w warunkach mniej
preferencyjnych? Czy doktorantka rozwazata analize zdolnosci APOBEC3A do deaminacji
cytydyn w tRNA w warunkach in vivo , np. w komérkach HEK293T, przy nadprodukgii i/lub
wyciszeniu ekspresji APOBEC3A?

Nastepnie doktorantka analizowata edycje cytydyny do urydyny w tRNA w komérkach
nowotworowych. Wykorzystata w tym celu sekwencje krétkich RNA zdeponowane w ramach
projektu The Cancer Genome Atlas. Analizy dokonano na poziomie fragmentéw (tRF)
pochodzacych z tRNA z uwagi na brak sekwencji tRNA w bazie, wynikajgcy z metodycznych
probleméw z sekwencjonowaniem catych tRNA. Zidentyfikowano dwa izodekodery, w ktérych
edycja nastepowata w szeregu nowotworach u stosunkowo duzej liczby pacjentéw. Jeden z
nich ulegat edycji w pierwszej, a drugi w trzeciej pozycji antykodonu. Nalezy zauwazy¢, ze

edycja zostata wykryta u kilkunastu procent pacjentéw oraz ze czestosci edycji byly znaczace
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nizsze niz te uzyskane przez doktorantkg dla tych izodekoderéw w eksperymentach edycji in
vitro. Doktorantka nie znalazfa korelacji pomiedzy poziomem edycji poszczegdinych
izodekoderéw a ekspresjg genu APOBEC3A. Czy doktorantka analizowata, jaki byt procent
pacjentéw, u ktérych réwnoczesnie zachodzita edycja w obu analizowanych izodekoderach?
Czy byt on wyiszy niz wynikajacy z niezaleznego wystgpowania aktow edycji? Czy u takich
pacjentéw analizowano poziom ekspresji APOBEC3A? Nalezy tez zauwazyc, ze cytydyny, ktore
ulegaty deaminacji w obu izodekoderach nie znajdowaty si¢ w preferowanym motywie
sekwencyjnym 5’UC, ktéry zostat zdefiniowany przez doktorantke w wyniku analizy deaminacji
w tRNA pochodzacym z komérek HEK293T i ktéry byt zgodny z wynikami innych autorow
uzyskanymi dla mRNA i ssDNA. Czy moze to sugerowa¢, Ze to nie deaminaza APOBEC3A
odpowiada za tego typu edycje w komérkach nowotworowych?

Nastepnie doktorantka analizowata zdolno$¢ APOBEC3A do deaminacji 5-
metylocytydyny i 5-hydroksymetylocytydyny w modelowym fragmencie mRNA oraz w tRNA -
Leu-CAA. Doktorantka pokazata, ze APOBEC3A deaminuje 5-metylocytydyng, natomiast nie
posiada takiej aktywnosci w stosunku do 5-hydroksymetylocytydyny.

Zauwazam, ze Doktorantka bardzo wyrainie zaznacza w doktoracie, ktore
eksperymenty wykonata sama, a ktére we wspétpracy (np. analizy z wykorzystaniem
ultrawydajnej chromatografii cieczowej, eksperymenty dynamiki molekularnej czy tez analizy
bioinformatyczne). Zamieszczenie tych wszystkich eksperymentdw byto istotne dla
przedstawienia toku badawczego tak, aby stanowit on catosc.

W rozdziale Dyskusja doktorantka przedstawia swoje wyniki w szerszym kontekscie.
Przedstawia mozliwe konsekwencje deaminacji cytydyn w tRNA prowadzace migdzy innymi
do btednego wbudowywania aminokwasow do syntezowanych biatek i ewentualnych zmian
w metabolizmie tRNA. Doktorantka krytycznie dyskutuje wyniki zwigzane z potencjalng
deaminacja cytydyn przez APOBEC3A w materiale pochodzacym z nowotworéw.

Inne uwagi:

Opis oczyszczania APOBEC3A sugeruje, ze preparat oczyszczonego biatka byt w
rzeczywistosci mieszaning APOBEC3A i znacznika GST. Doktorantka nie wskazata czy i w jaki
sposéb pozbyta sie znacznika GST. Na stronie 74 doktorantka pisze ,Po trawieniu trombing,
analiza elektroforetyczna wykazata obecno$é prazka odpowiadajacego zarowno biatku
APOBEC3A jak i GST, z ktérych kazde ma masg ~23 kDa (rysunek 12).” Kilka linii dalej stwierdza:

,Drugi etap oczyszczania otrzymanych preparatéw biatkowych przeprowadzono metodg
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saczenia molekularnego. Zastosowanie tego podejscia pozwolito na rozdziat poszczegéinych
biatek (a wiec odcietego znacznika GST, rekombinowanego biatka, trombiny oraz
potencjalnych pozostatosci rekombinowanego biatka z nieodcietym znacznikiem GST) ze
wzgledu na ich rozmiar i zebranie ich w oddzielnych frakcjach.” Czy rzeczywiscie poprzez
sgczenie molekularne oddzielono znacznik GST od APOBEC3A? Oba te biatka posiadajg bardzo
podobng mase molekularng. W doktoracie nie pokazano catosci wynikéw saczenia
molekularnego.

Doktoranta aktywnos¢ APOBEC3A badata miedzy innymi metodg ultrawydajnej
chromatografii cieczcowej (UPLC). Opisy tej metody sg na stronie 79 oraz w podrozdziale
3.2.14.2 (Materialy i metody). Dotyczg one jednak wylacznie tego, co zostato wykonane przez
doktorantke samodzielnie, czyli sposobu przygotowania prébek do dalszej analizy. W zadnym
z tych miejsc nie ma informacji, ze po rozdziale chromatograficznym przeprowadza sie réwniez
analize przy uzyciu spektrometrii mas. Natomiast na stronie 84 niespodziewanie pojawia sie
zdanie ,Spektrometria mas umozliwita ilosciowg analize zmian poziomu cytydyny oraz
urydyny w badanych prébach.” Informacje o powigzaniu technik chromatograficznych ze
spektrometrig mas do analizy aktywnosci APOBEC3A w metodzie UPLC mozna dopiero znalezé
w manuskrypcie ztozonym w bazie preprintéw bioRxiv (doi.org/10.1101/2025.06.10.658825)
zawierajacym przedstawione w doktoracie badania.

Podsumowujac, praca doktorska mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech przedstawia nowe,
oryginalne badania, w ktérych analizuje ona aktywnos$¢ deaminazy APOBEC3A wobec tRNA.
Analiza zostata przeprowadzona zaréwno w warunkach in vitro jak i doktorantka podjeta proby
znalezienia efektow tej modyfikacji w puli tRNA pochodzacych z komdrek nowotworowych
umieszczonych w bazie danych. Doktorantka pokazata réwniez, ze APOBEC3A posiada
zdolnos¢ do deaminacji 5-metylocytydyny w fragmencie mRNA oraz w tRNA.

Uwazam, 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 postepowania 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.). 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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