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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech
“Transferowy RNA jako substrat deaminazy APOBEC3A”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech zostata wykonana
w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Systemowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu. Prace badawcze zostaty przeprowadzone pod kierunkiem dr hab. Pauliny Jackowiak,
prof. ICHB PAN. Role promotora pomocniczego petnita dr Lucyna Budzko.

Sekwencja nukleotydowa zawarta w genomie jest podstawowg instrukcjg decydujacg o budowie i
funkcjonowaniu komoérek, tkanek i organizméw. Instrukcja ta moze podlegaé¢ modyfikacji zaréwno na
poziomie DNA jak i RNA. Proces ten nazywany edycjg kwaséw nukleinowych jest katalizowany przez
specyficzne enzymy odpowiedzialne m.in. za deaminacje (deoksy)cytydyny do (deoksy)urydyny.
Wiadomo, ze u cztowieka proces ten zalezy od biatek nalezgcych do rodziny AID/APOBEC. Biatka te sg
zréznicowane pod wzgledem aktywnosci, lokalizacji wewnatrzkomérkowej, poziomu ekspresji i funkcji.
Jednym z najlepiej poznanych reprezentantow rodziny biatek AID/APOBEC jest biatko APOBEC3A.
Dotychczas wykazano, ze biatko to ma duze znaczenie dla edycji jednoniciowego DNA, a jego
zwiekszony poziom ekspresji moze prowadzi¢ do mutacji i rozwoju choréb nowotworowych. Z tego
powodu badania APOBEC3A s3g istotne dla zrozumienia i potencjalnej prewencji niektérych choréb
cztowieka.

Badania ostatnich lat wykazaty, ze APOBEC3A moze takze modyfikowaé RNA. Jednakze, nie wiadomo
byto czy enzym ten moze modyfikowac transferowy RNA. Na podstawie trzech dobrze uzasadnionych
przestanek mgr inz. Karolina Hoffa-Sobiech postawita hipoteze, ze ludzkie biatko APOBEC3A modyfikuje
tRNA. Celem prac badawczych wykonanych w ramach recenzowanej rozprawy doktorskiej byto
eksperymentalne zweryfikowanie tej hipotezy. W mojej ocenie cel rozprawy zostat dobrze
zidentyfikowany i klarownie zdefiniowany. Do jego realizacji opracowano plan badawczy sktadajacy sie
z kilku etapdéw, ktérych wykonanie pozwolito osiggna¢ zamierzony cel.

Postugujgc sie metodami biologii molekularnej Doktorantka doprowadzita do heterologicznej
nadprodukcji biatka APOBEC3A oraz jego wariantu katalitycznie nieaktywnego w komdrkach
bakteryjnych, a nastepnie oczyscita badane biatka stosujgc chromatografie powinowactwa i saczenie
molekularne. Co wazne, warto podkresli¢, ze do produkcji biatka APOBEC3A nalezato zoptymalizowad
warunki produkcji biatka w komaérkach bakteryjnych ze wzgledu na jego ,,toksyczny” wptyw na komorki
produkujgce. Po uzyskaniu preparatu biatka APOBEC3A w wersji ,dzikiej” oraz w wersji z
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podstawieniem kwasu glutaminowego w pozycji 72 na alanine Doktorantka przeprowadzita serie
badan biochemicznych, w ktérych potwierdzita spodziewang aktywnos$¢ katalityczng APOBEC3A z
wykorzystaniem jednoniciowego DNA jako substratu. Jednoczesnie, wykazata, ze biatko w wersji E72A
nie posiadato aktywnosci deaminazy deoksycytydyny lub jej pochodnych. W kolejnym etapie
Doktorantka sprawdzita czy APOBEC3A moze modyfikowac¢ tRNA wyizolowany z komdrek ludzkich.
Wstepna analiza przeprowadzona z wykorzystaniem ultrawydajnej chromatografii cieczowej wskazata,
ze moze dochodzi¢ do tego typu reakcji. Jednakze, kluczowe byto potwierdzenie takiego wniosku
wykorzystujgc alternatywng metode opartg o sekwencjonowanie tRNA. W tym celu Doktorantka
wykorzystata procedure zoptymalizowang do sekwencjonowania tRNA. Co wazne, stwierdzita, ze 35
izodekoderow tRNA podlega modyfikacji z wydajnoscia co najmniej 10%. W ten sposdb mgr inz.
Karolina Hoffa-Sobiech wykazata, ze APOBEC3A moze modyfikowa¢é ludzki tRNA in vitro. Co ciekawe,
wiekszos¢ modyfikacji dotyczyto antykodonu, a poszczegdlne izodekodery rdéznity sie frakcjag
zmodyfikowanego tRNA. Wyniki badan Doktorantki sugerujg, ze modyfikacja tRNA zalezna od
APOBEC3A moze wptywaé na odczyt informacji genetycznej i petnié role regulatorowa. W kolejnym
etapie badan Doktorantka stwierdzita, ze APOBEC3A moze in vitro edytowac 5-metylocytydyne w
liniowej czasteczce RNA, a takze do pewnego stopnia w wybranych tRNA. Badanie przeprowadzone
przez mgr inz. Karoline Hoffa-Sobiech wskazujg, ze aktywnos¢ APOBEC3A moze zaleze¢ od sekwencji
lub struktury RNA.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w postaci monografii, w jezyku polskim,
z zastosowaniem klasycznego podziatu tekstu na: wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusje, wnioski oraz spis literatury. Wstep zostat poprzedzony streszczeniem napisanym
w jezyku polskim oraz angielskim. Przedstawiona do recenzji praca zawiera bogate pismiennictwo.
Doktorantka zadbata o to, aby starannie przygotowac rozprawe pod wzgledem edycyjnym. W pracy
zauwazytem nieliczne btedy/pomytki edycyjne. Te nieliczne btedy nie majg wptywu na mojg bardzo
wysokg ocene przygotowania rozprawy. Prace czyta sie bardzo dobrze. Uwazam, ze Kandydatka bardzo
dobrze opanowata umiejetnosé przygotowywania tekstow naukowych.

Rozdziat, Wstep” stanowi bardzo dobre wprowadzenie do tematyki badan. Kandydatka przygotowujgc
te czesc rozprawy wykazata sie znajomoscig tematyki badan, a takze umiejetnoscig doboru poziomu
szczeg6towosci prezentowanych informacji.

W rozdziale ,Materiaty i metody” w doktadny sposdb opisane zostaty stosowane metody oraz
materiaty badawcze. Informacje zawarte w tym rozdziale umozliwiajg analize przeprowadzonych
eksperymentdow. Autorka opanowata warsztat badawczy niezbedny do realizacji celéw prowadzonych
badan.

W rozdziale ,,Wyniki” Autorka zaprezentowata wyniki przeprowadzonych badan w sposéb utatwiajacy
ich analize oraz zasadnos$¢ wykonania poszczegdlnych eksperymentdw. Autorka dobrze uzasadnia
poszczegdlne etapy swoich prac. Cze$¢ badan opisanych w rozprawie, tj. analiza dynamiki molekularnej
modeli kompleksu APOBEC3A z tRNA lub analiza danych z sekwencjonowania NGS, zostato
wykonanych przez innych cztonkéw Zaktadu Biologii Molekularnej i Systemowej ICHB PAN. Wskazuje
to na umiejetnos¢ Doktorantki do wspdtpracy z innymi badaczami co w mojej ocenie jest bardzo wazna
umiejetnoscia.

Doktorantka w dojrzaty sposéb interpretuje rezultaty swojej pracy naukowej w rozdziale , Dyskusja”.
Wyniki uzyskane w ramach rozprawy s3 omawiane i analizowane na tle danych literaturowych. W
szczegdlnosci Autorka w interesujacy sposdb oméwita mozliwe znaczenie funkcjonalne modyfikacji
RNA zaleznych od APOBEC3A.
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Gtéwne wyniki uzyskane przez Autorke zostaty opisane powyzej. W tym miejscu chciatbym poprosic¢
Autorke o komentarz do nastepujgcych zagadnien:

= Czy biatka z rodziny APOBEC sg zalezne tylko i wytgcznie od jondw cynku? Czy inne jony moga
by¢é wykorzystywane jako kofaktor? Czy wptywa to na specyficznos¢ substratowg?

= Schemat przedstawiony na Rysunku 8 wskazuje, ze aktywnos¢ APOBEC3A prowadzi do
degradacji genomu. Jaki jest mechanizm tej degradacji? Dlaczego aktywno$¢ APOBEC3A
prowadzi do degradacji genomu? Czy chodzi o genom wirusa czy gospodarza?

= Dlaczego w oznaczeniach z uzyciem UPLC reakcje z APOBEC3A prowadzono przez 3 godziny, a
w przypadku oznaczenia metodg biochemiczng 30 minut? Co wiadomo o szybkosci reakcji
katalizowanej przez APOBEC3A.

= (Czy w preparacie biatka analizowanego za pomoca spektrometrii mas wykryto GST? Czy
sgczenie molekularne pozwolito na catkowite rozdzielenie GST od APOBEC3A? Sadze, ze
wartosciowe bytoby przedstawienie w pracy chromatogramu z sgczenia molekularnego.

= Jakag wartosc¢ przedstawiajg wykresy przedstawione na Rysunku 17 i 19 — $rednig, mediane? lle
powtdrzen eksperymentu reprezentujg?

= Dlaczego do analizy tRNA zastosowano prog pokrycia 250? Jak wyznaczono ten prog? (strona
86)

Osiggniecia Doktorantki w upowszechnianiu wynikdéw swoich badan oceniam pozytwynie. Doktorantka
jest réwnorzedng pierwszg autorkg pracy przegladowej opisujgcej deaminazy jako narzedzie w
medycynie i biotechnologii. Praca ta zostata opublikowana w bardzo dobrym czasopismie Molecular
Therapy Nucleic Acids. Doktorantka jest rowniez pierwszg autorka manuskryptu udostepnionego w
repozytorium bioRxiv opisujgcego wyniki przedstawione w recenzowanej monografii. Pozwala to
przypuszczaé, ze dorobek publikacyjny mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech zwiekszy sie w nieodlegtej
przysztosci.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech oceniam pozytywnie. Podkresli¢
nalezy jednoznacznie sprecyzowany cel badawczy i konsekwentng $ciezke badawcza. Uwazam, ze
praca mgr inz. Karoliny Hoffa-Sobiech stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz umiejetnos$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej.

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 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.)
i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz. Karoliny
Hoffa-Sobiech do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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