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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Angeliki Andrzejewskiej-Romanowskiej
p.t. ,Charakterystyka dynamiki strukturalnej i funkcjonalnej genoméw RNA aktywnych

retrotranspozonéw LTR”

Retrotranspozony to mutagenne jednostki zdolne do przemieszczania sie w obrebie genomu
szeroko rozpowszechnione w genomach eukariotycznych. Pomimo ich potencjalnie szkodliwych
skutkow, retrotranspozony petnig wazne funkcje genomowe, a takze przyczyniajg sie do adaptacji
genomu w zmieniajacym sie srodowisku. Retrotranspozony sg rowniez zaawansowanymi narzedziami
do retrospektywnych i prospektywnych badan in vivo. Ze wzgledu na ich zdolno$¢ do integracji i
modyfikacji genomoéw, retrotranspozony wniosty wyjatkowy wkiad w analize filogenetyczng i
inzynierie genetyczng. W miare jak lepiej rozumiemy interakcje retrotranspozonéw z genomem,
jestesmy w stanie lepiej wykorzystywaé aktywnos¢ retrotranspozondw jako narzedzia badawcze i
terapeutyczne in vivo. Nowe osiggniecia technologiczne rzucaja nowe Swiatto na znaczenie
retrotranspozonami dla genoméw réznych organizméw, sugerujac ich réznorodng role w ewolucji,
rozwoju organizmoéw i ich wptyw na réznorodne stany chorobowe.

Praca mgr inz. Angeliki Andrzejewskiej-Romanowskiej wykonana pod kierunkiem Prof.
Katarzyny Pachulskiej-Wieczorek w Zaktadzie Struktury i Funkcji RNA w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu dotyczy badan struktury genomowego RNA aktywnych
retrotranspozondéw LTR (long terminal repeat). W badaniach swych wykorzystywata modelowe

retrotransozomy Ty1 i Ty3 naturalnie wystepujace w genomie drozdzy (Saccharomyces servisiae).
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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa mgr inz. Angeliki Andrzejewskiej-Romanowskiej zostata
przygotowana w formie cyklu 3 publikacji opatrzonych 27 stronicowym komentarzem w ktérym
zacytowanych jest 107 pozycji literaturowych. Na zbiér prac, sktada sie praca przegladowa
(International Journal of Molecular Sciences |F = 4.9); oraz 2 oryginalne prace eksperymentalne
obydwie opublikowane w prestizowym Nucleic Acids Research (IF = 16.6). Nalezy podkresli¢, ze we
wszystkich trzech pracach Doktorantka jest pierwszg autorka. Cykl prac sktadajacych sie na rozprawe
doktorskg rozpoczyna praca zatytutowana ,,On the Way to Understanding the Interplay between the
RNA Structure and Functions in Cells: A Genome-Wide Perspective” opublikowana w International
Journal of Molecular Sciences wydawnictwa MDPI. Cho¢ czasopisma tego wydawcy w $Srodowisku
naukowym cieszg sie nienajlepsza opinig, co ma czasem zwigzek z jakoscig procesu ewaluacji tam
publikowanych artykutéw, to wydaje sie, ze w przypadku pracy przeglagdowej ma to mniej istotne
znaczenie. W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat zaleznosci pomiedzy strukturg RNA
in vivo, a chechami istotnymi biologicznie takimi jak translacja, stabilno$¢ i degradacjag mRNA,
oddziatywania z biatkami i potranskrypcyjne modyfikacje RNA. Nalezy podkresli¢, ze to zagadnienie
skomplikowane, ze wzgledu na duzg dynamike strukturalng czgsteczek RNA. A wnioski na temat tej
zaleznosci s3 mozliwe dzieki rozwojowi coraz bardziej precyzyjnych metod pozwalajgcych na badania
transkryptomoéw u réznych organizméw, w tym ssakéw, drozdzy, roslin i bakterii. Jestem pewien, ze
przygotowanie tego manuskryptu i zapoznanie z cytowang w nim literaturg byto znakomitym wstepem
do realizacji pracy eksperymentalne;j.

Na czes¢ eksperymentalng rozprawy skiadajg sie dwie prace opublikowane w Nucleic Acids
Research. Jest to znakomite czasopismo, doskonale mi znane zaréwno od strony autora jak i
recenzenta i wiem, ze przestrzegane sa w nim najwyzsze standardy, jesli chodzi o proces recenzencki.
To w duzym stopniu zwalnia mnie z obowigzku weryfikacji poprawnosci zastosowanych metod oraz
adekwatnosci wycigganych konkluzji w $wietle danych eksperymentalny, gdyz jestem przekonany, ze
zostato to zrobione przez najwyzszej klasy specjalistow, recenzujgcych te manuskryptu i bardzo
doswiadczonych edytorow Nucleic Acids Research. Skupie sie wiec na osiggnieciach Doktorantki i
wspotpracownikdw opisanych we wspomnianych publikacjach. Z oswiadczen Doktorantki oraz
Promotorki jednoznacznie wynika wiodgcy wktad mgr Andrzejewskiej-Romanskiej w przeprowadzeniu
badan eksperymentalnych, analizie wynikdw, przygotowaniu materiatu do publikacji a takze istotny
wktad w planowanie badan. Pierwsza ze wspomnianych prac jest zatytutowana ,In vivo structure of
the Tyl retrotransposon RNA genome”. W pracy przedstawiono pierwszy model struktury
drugorzedowej RNA w catym genomie dla LTR-retrotranspozonu w zywych komdrkach. Autorzy
wykorzystujgc sondowanie SHAPE, zbadali strukture drugorzedowa genomu RNA retrotranspozonu
drozdzowego Tyl w jego natywnym stanie in vivo oraz w okreslonych warunkach in vitro. Metoda

SHAPE bazuje na reagentach chemicznych specyficznie acylujgcych grupe 2’ hydroksylowa
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nukleotydbw RNA w zaleznosci od odpowiedniej konformacji/dostepnosci nukleotydéow
uwarunkowanych struktura drugorzedowa RNA. W swych badaniach Doktorantka stosowata
bezwodnik kwasu N-metyloizatowego (NMIA). Troche zabrakto mi uzasadnienia dla zastosowania tego
wiasnie czynnika i prositbym o odniesienie do tej kwestii podczas publicznej obrony. Analiza
porownawcza wynikéw wskazuje na silny wptyw $rodowiska komdrkowego na strukture RNA Tyl
(5652 nt). In vivo, genomowy RNA Ty1 jest znacznie mniej ustrukturyzowany i bardziej dynamiczny, ale
zachowuje specyficzne, dobrze ustrukturyzowane regiony zawierajgce regulatorowe elementy cis.
Rybosomy uczestniczg w rozwijaniu i przebudowie RNA Ty1, a hamowanie inicjacji translacji stabilizuje
strukture RNA Tyl. Badania potwierdzity podwdjng role genomowego RNA Tyl jako matrycy do
syntezy biatek i odwrotnej transkrypcji. Badanie to przyczynia sie réwniez do lepszego zrozumienia, w
jaki sposéb ztozony, wielofunkcyjny genom RNA sktada sie in vivo. W drugiej pracy zatytutlowanej
“Mapping the structural landscape of the yeast Ty3 retrotransposon RNA genome” Doktorantka wraz
ze wspoétautorami wykorzystata nowszag metode chemicznego mapowania SHAPE-MaP tym razem do
ustalenia struktury drugorzedowej RNA drozdzowego retrotranspozonu Ty3 (5052 nt) w natywnym
stanie in vivo oraz w warunkach pozakomdrkowych. Tym razem korzystajgc z innego czynnika
acylujgcego NAI (imidazolid kwasu 2-metylonikotynowego). Wyniki badan wskazujg na dynamike
strukturalng genomowego RNA Ty3 i ustrukturyzowany rdzen, tworzacy sie niezaleznie od srodowiska
komdérkowego. W oparciu o szczegétowa mape struktury Ty3 gRNA, scharakteryzowano kontekst
strukturalny sekwencji elementéw regulatorowych cis zaangazowanych w odwrotng transkrypcje i
przesuniecie ramki odczytu. Ponadto zidentyfikowano nowa sekwencje funkcjonalng jako potencjalny
inicjator dimeryzacji Ty3 gRNA. Strukture Ty3 poréwnano z ewolucyjnie powigzanymi z dwoma innymi

retroelementdw, takich jak HIV-1i Ty1, wskazujgc na podobierstwa miedzy nimii rdznice.

Jesli chodzi o sam komentarz do publikacji, to jest on dos$¢ oszczedny lecz moim zdaniem
wystarczajgcy. Autroka w klarowny sposéb wprowadza czytelnika najpierw przedstawiajac obiekty
badawcze, czyli retrotranspozony drozdzowe Tyl i Ty3. Nastepnie przedstawia metodologie badan
struktury RNA, opisujagc metody SHAPE, analize bioinformatyczng danych eksperymentalnych, by w
koncu opisac¢ interpretacje modeli struktury drugorzedowej RNA. Na koniec opisuje wyzwania w
badaniach strukturalnych RNA zestawiajgc to z sytuacjg w badaniach struktury innych waznych
makroczgseczek jakimi sg biatka. Generalnie komentarz przeczytatem z duzym zainteresowaniem.
Troche zabrakto mi w nim bardziej ogélnego obrazu, pokazujgcego znaczenie retrotranspozondw i
wynikajgcej z tego motywacji do ich badania. Moze podczas publicznej obrony Doktorantka zechce

nieco szerzej podzielis sie swoimi przemysleniami na ten temat.

Moim zdaniem rozprawa wnosi bardzo istotny wktad w metodologie badan nad strukturg

drugorzedowa RNA in vivo, a w szczegblnosci badan nad powigzaniem miedzy strukturg, a
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wiasnosciami RNA drozdzowych retrotranspozondw LTR. Dorobek publikacyjny Doktorantki stanowi
facznie 6 publikacji naukowych w czasopismach o obiegu miedzynarodowym, z czego dwie prace
eksperymentalne bedgce podstawg ubiegania sie Pani mgr Andrzejewskiej-Romanowskiej o stopien
doktora, opublikowane w Nucleic Acids Research, sg zdecydowanie najwazniejszym efektem jej pracy
badawczej. Wyniki swoich prac Doktorantka prezentowata na licznych konferencjach krajowych i
zagranicznych, gtéwnie w postaci prezentacji posterowych, cho¢ ma réwniez w dorobku jedng
prezentacje ustng. Doktorantka za swe osiggniecia naukowe byta nagradzana, co odzwierciedlajg liczne
nagrody i wyrdznienia (w tym m. in. stypendia START FNP oraz L'Oreal-UNESCO dla Kobiet i Nauki).
Warto réwniez podkresli¢, ze kieruje ona projektem PRELUDIUM NCN oraz byta wykonawca w kilku
projektach kierowanych przez innych badaczy.

W zwigzku z powyzszym jednoznacznie 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.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce 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
whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Angeliki
Andrzejewskiej-Romanowskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesnie biorgc pod uwage nowatorski charakter przedstawionych badan objawiajacy sie
wykorzystaniem metod badania struktury genoméw RNA aktywnych retrotranspozonéw LTR i
powigzania jej z chechami funkcjonalnymi RNA wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani magister inzynier Angeliki

Andrzejewskiej-Romanowskiej.
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