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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marii Nalewaj, zatytutowanej
«G-quadruplex motifs in the influenza A virus RNA genome: structural insights,
ligand interaction, and potential function”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Marii Nalewaj pt. “G-quadruplex motifs in
the influenza A virus RNA genome: structural insights, ligand interaction, and potential function”
zostata wykonana w Zaktadzie Genomiki Strukturalnej RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Elzbieta Kierzek, natomiast
funkcje promotora pomocniczego petni dr Marta Szabat.

Rozprawa zostata przygotowana w jezyku angielskim i ma forme cyklu trzech publikacii
naukowych, w ktérych mgr Maria Nalewaj jest pierwsza autorkg. Dwie prace majg charakter
oryginalnych publikaciji badawczych, natomiast jedna jest publikacja przeglgdowa. Wykaz
publikacji obejmuje dwie prace opublikowane w International Journal of Molecular Sciences oraz
jedng prace opublikowang w PLoS One. Obydwa czasopisma maja stosunkowo wysoki IF oraz
odpowiednio wysoka punktacje na liscie ministerialnej czasopism naukowych.

Znaczenie rozprawy

Tematyka rozprawy miesci sig¢ na pograniczu biologii molekularnej RNA, chemii bioorganicznej,
biologii strukturalnej oraz badan nad potencjalnymi strategiami przeciwwirusowymi. Gtownym
przedmiotem pracy sa sekwencje potencijalnie zdolne do tworzenia G-kwadrupleksow RNA w
genomie wirusa grypy typu A, ich konserwatywnoé¢, zdolnos¢ do fatdowania w stabilne struktury
G4, oddziatywanie z ligandami specyficznymi wzgledem G-kwadruplekséw oraz mozliwe
znaczenie tych struktur w cyklu replikacyjnym wirusa.

Podjeta tematyka jest aktualna i naukowo istotna. Wirus grypy typu A pozostaje waznym
obiektem badan ze wzgledu na duzg zmienno$é genetyczna, znaczenie epidemiologiczne oraz
potencjat pandemiczny. Jednoczesnie coraz wieksze zainteresowanie budzg konserwowane
struktury drugorzedowe wirusowego RNA, ktdre moga petni¢ funkcje regulacyjne i stanowic
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potencjalne cele dla nowych strategii terapeutycznych. W tym kontekscie wybdr G-
kwadrupleksow RNA jako przedmiotu badan nalezy uznaé za dobrze uzasadniony.

Zasadniczym celem rozprawy byto ustalenie, czy w genomie RNA wirusa grypy typu A, szczepu
A/California/04/2009(H1N1), wystepuja sekwencje potencjalnie tworzace G-kwadrupleksy, czy
wybrane motywy rzeczywiscie fatduja sie w struktury RNA G4 in vitro oraz czy mogag oddziatywac
z ligandami specyficznymi wzgledem G-kwadruplekséw, w szczegdinosci TMPyP4 i BRACO-19.
Zakres badan obejmowat analize bioinformatyczng, charakterystyke biofizyczna, badania
oddziatywan ligand-RNA, modelowanie molekularne oraz doswiadczenia biologiczne z
wykorzystaniem systemu minireplikonu.

Ocena uktadu rozprawy i wstepu teoretycznego

Uktad rozprawy jest klasyczny i przejrzysty dla dysertacji przygotowanych w formie cyklu
publikacji. Praca zawiera wykaz publikacji, streszczenia, cele badan, wstep teoretyczny, opis
publikacji wchodzgcych w skiad rozprawy, podsumowanie, wykaz skrotow, bibliografie oraz
zatgczniki obejmujace publikacje i oswiadczenia o wktadzie Kandydatki. Taki ukltad oceniam jako
logiczny, kompletny i zgodny z przyjetymi standardami przygotowywania rozpraw doktorskich
opartych na cyklu artykutéw naukowych.

Wstep teoretyczny jest obszerny, dobrze uporzadkowany i obejmuje najwazniejsze zagadnienia
potrzebne do zrozumienia przedstawionych badar. Autorka omawia znaczenie struktury RNA,
podstawy biologii wirusa grypy typu A, charakterystyke G-kwadrupleksow, metody ich badania
oraz najwazniejsze ligandy specyficzne wzgledem struktur G4. Szczegdlnie wartosciowe jest to,
ze wstep nie ogranicza sie do prostego przegladu literatury, ale dobrze uzasadnia przejscie od
ogdlnego znaczenia struktur RNA do konkretnego problemu badawczego, jakim sg motywy G4
W genomie wirusa grypy typu A.

Za bardzo wartosciowg uwazam czes¢ dotyczaca struktur G-kwadrupleksowych oraz metod ich
badania. Autorka poprawnie omawia budowe tetrad guaninowych, role kationéw, polimorfizm
topologiczny, réznice miedzy G-kwadrupleksami DNA i RNA oraz funkcje biologiczne tych
struktur. Trafnie przedstawia réwniez narzedzia bioinformatyczne i eksperymentalne stosowane
do identyfikacji oraz walidacji G4, w tym spektroskopie NMR, topnienie UV, dichroizm kotowy,
fluorescencje, PAGE, test zatrzymania odwrotnej transkrypcji oraz ITC. Dobér tych zagadnieri
jest w petni uzasadniony, poniewaz odpowiada metodologii wykorzystanej w publikacjach
wchodzgcych w sktad rozprawy.

Pod wzgledem jezykowym i edytorskim wstep teoretyczny oceniam bardzo wysoko. Nie
stwierdzitem w tej czesci rozprawy istotnych uchybien terminologicznych, gramatycznych ani
redakcyjnych. Tekst jest napisany poprawnym, komunikatywnym jezykiem naukowym i
wskazuje na bardzo dobrg orientacje Autorki w literaturze przedmiotu. Co ciekawe, nie znalaztem
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w tej czedci ani jednej literowki, nie zauwazytem réwniez zadnych uchybien terminologicznych
ni gramatycznych.

Ocena publikacji wchodzacych w skiad rozprawy

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy tworza spéjny i logicznie uporzadkowany cykl
badawczy. Pierwsza praca dotyczy identyfikacji i charakterystyki potencjalnych motywow G4 w
genomie wirusa grypy typu A, druga osadza problematyke w szerszym kontekscie biologii
strukturalnej wirusowego RNA, natomiast trzecia rozwija temat w kierunku oddziatywan RNA G4
z ligandami oraz potencjalnego znaczenia funkcjonalnego tych struktur. Wszystkie trzy
publikacje sa tematycznie powigzane z gtownym celem rozprawy.

Pierwsza publikacja, ,/dentification and structural aspects of G-quadruplex-forming sequences
from the influenza A virus genome”, dotyczyta bioinformatycznej identyfikacii potencjalnych
sekwencji tworzacych G-kwadrupleksy w genomie szczepu A/California/04/2009(H1N1). W
pracy wskazano dwanascie motywoéw PQS zlokalizowanych w regionach kodujgcych réznych
segmentéw RNA wirusa, oceniono ich konserwatywno$¢ oraz zweryfikowano zdolnos¢ do
tworzenia struktur G4 z uzyciem komplementarnych metod biofizycznych. Najwazniejszym
wynikiem byto wykazanie, ze trzy motywy — 1KW, 7KW i 11KW — moga tworzy¢ struktury RNA
G4 in vitro.

Druga publikacja, “Examples of structural motifs in viral genomes and approaches for RNA
structure characterization”, ma charakter przegladowy. Jej rola w cyklu jest dobrze uzasadniona,
poniewaz porzadkuje aktualny stan wiedzy dotyczacy motywow strukturalnych obecnych w
genomach wirusowych oraz metod ich przewidywania i walidaciji eksperymentalnej. Praca ta
pokazuje, ze badanie konserwowanych struktur RNA w genomach wirusowych jest czescia
szerszego i dynamicznie rozwijajacego sie obszaru biologii strukturalnej RNA.

Trzecia publikacja, , The interaction of RNA G-quadruplexes from the influenza A virus vRNA with
TMPyP4 and BRACO-19 ligands”, stanowi naturalng kontynuacje pierwszej pracy badawczej.
Autorka i wspdtpracownicy zbadali oddziatywania trzech wczesniej wytypowanych struktur RNA
G4, oznaczonych jako 1Q, 7Q i 11Q (to sg te same sekwencje, co 1TKW, 7KW oraz 11KW,
funkcjonujace w tej publikacji pod zmieniong nazwa), z ligandami TMPyP4 i BRACO-19. W pracy
sastosowano szeroki zestaw metod, obejmujgcy m.in. test zatrzymania odwrotnej transkrypciji,
ITC, topnienie UV, CD, spektroskopie fluorescencyjng, modelowanie molekularne oraz system
minireplikonu.

Za szczegblnie wartosciowe w trzeciej publikacji uwazam potaczenie charakterystyki
biofizycznej z probg oceny znaczenia biologicznego badanych motywéw. Wyniki wskazaty, ze
TMPyP4 i BRACO-19 oddziatujg z analizowanymi strukturami RNA G4 w odmienny sposob, przy
czym TMPyP4 wykazywat silniejsze oddziatywanie z badanymi RNA G-kwadrupleksami.
Interesujacy jest rowniez wynik uzyskany w systemie minireplikonu: zahamowanie aktywnosci
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polimerazy wirusowej obserwowano dla uktadu A/California/04/2009, natomiast efekt ten byt
minimalny lub nieobecny dla szczepu A/Puerto Rico/8/34. Wynik ten sugeruje mozliwg zaleznosé
aktywnosci ligandéw od sekwencji genomu wirusa i sktadu nukleotydowego analizowanych
regionow bogatych w guanine.

W mojej ocenie publikacje wchodzgce w sktad rozprawy tworzg przemyslany cykl, prowadzacy
od pytania podstawowego: czy motywy G4 wystepuja w genomie wirusa grypy typu A i czy
fatdujg sie in vitro?, do pytania bardziej aplikacyjnego, czyli: czy mogg one stanowi¢ cel
oddziafywania mafoczgsteczkowych ligandéw przeciwwirusowych?

Najwazniejsze osiagniecia rozprawy

Za jedno z najwazniejszych osiggnied rozprawy uwazam bioinformatyczng identyfikacje
dwunastu potencjalnych sekwencji G-kwadrupleksowych w genomie wirusa grypy typu A oraz
ocene ich konserwatywnosci wéréd réznych szczepdéw wirusa. Szczegdinie istotne jest to, ze
Autorka nie poprzestata na samym przewidywaniu bioinformatycznym, lecz poddata
wytypowane sekwencje weryfikacji eksperymentalnej =z wykorzystaniem  zestawu
komplementarnych technik biofizycznych. Pozwolito to wyselekcjonowac motywy rzeczywiscie
zdolne do tworzenia struktur RNA G4 in vitro.

Za szczegolnie cenne uwazam zestawienie wynikow uzyskanych réznymi technikami,
przedstawione w pierwszej publikacji. Pokazuje ono, ze w badaniach struktur G-
kwadrupleksowych pojedyncza metoda czesto nie wystarcza do sformutowania jednoznacznych
wnioskow. Dopiero potgczenie metod o réznej czutosci, swoistodci i zakresie informacyjnym
pozwala uzyska¢ wiarygodny obraz badanego uktadu. Pozytywnie oceniam réwniez ostroznosé
Autorki w interpretacji wynikéw oraz uwzglednianie mozliwosci tworzenia przez analizowane
sekwencje réznych form strukturalnych.

Drugim waznym osiggnigciem cyklu jest publikacja przegladowa, ktora zbiera i porzadkuje
wiedze dotyczgca motywow strukturalnych RNA obecnych w genomach wirusowych. W mojej
ocenie praca ta moze stanowi¢ wartosciowy punkt wyjécia dla badaczy zainteresowanych
poszukiwaniem nowych celéw molekularnych w genomach wirusowych, zwtaszcza takich,
ktorych znaczenie wynika nie tylko z sekwenciji, lecz takze z lokalnej struktury RNA.

Trzecim istotnym osiagnieciem rozprawy jest zbadanie oddziatywan wybranych motywow G-
kwadrupleksowych z ligandami matoczasteczkowymi. Nalezy przy tym zachowac ostroznos$é w
okreslaniu  TMPyP4 i BRACO-19 jako zwiazkéw $cisle selektywnych wzgledem G-
kwadrupleksow, poniewaz czes¢ ligandéw tego typu moze wykazywac powinowactwo rowniez
do innych struktur kwaséw nukleinowych. Nie zmienia to jednak faktu, ze sg to uzyteczne
narzedzia do oceny mozliwosci chemicznej modulacii badanych struktur. Wyniki przedstawione
W rozprawie wskazujg, ze analizowane RNA G-kwadrupleksy moga oddziatywa¢ z ligandami w
sposob zalezny od struktury RNA i rodzaju zwiazku.

GDANSK UNIVERSITY tel +48 58 347 20 79
OF TECHNOLOGY e-mail: tomlasko@pg.edu.pl
G. Narutowicza 11/12 www.pg.edu.pl 4

80-233 Gdansk, Poland




Szczegdlnie interesujgcy jest aspekt funkcjonalny tych badan. Wyniki dodwiadczen z
wykorzystaniem systemu minireplikonu sugeruja, ze oddzialywanie ligandéw z motywami G4
obecnymi w wirusowym RNA moze wptywaé na aktywnos¢ kompleksu replikacyjnego wirusa,
przy czym efekt ten zalezy od analizowanego szczepu. Na obecnym etapie nalezy traktowac ten
kierunek jako wymagajacy dalszych badan, jednak przedstawione wyniki przekonujaco pokazuja
jego zasadnos¢ i otwieraja interesujaca perspektywe poszukiwania lekdw oddziatujacych nie
bezposrednio z biatkami wirusowymi, lecz z konserwowanymi elementami strukturalnymi
wirusowego RNA. '

Podsumowujac, za najwazniejsza wartosC naukowa rozprawy uwazam konsekwentne
potgczenie analizy bioinformatycznej, walidaciji strukturalnej, badan oddziatywan ligand-RNA
oraz wstepnej oceny znaczenia biologicznego wybranych motywéw G4.

Uwagi i pytania do Doktorantki

Przedstawiona rozprawa doktorska zastuguje na wysoka ocene zaréwno pod wzgledem
merytorycznym, jak i formalnym. Ponizsze uwagi majg charakter doprecyzowujacy i dyskusyjny;
nie wptywaja one na moja jednoznacznie pozytywng oceng pracy.

1) Pierwsza uwaga dotyczy sposobu przedstawienia indywidualnego wkiadu Doktorantki w
publikacje wchodzgce w sktad rozprawy. Zatgczone o$wiadczenia wskazuija, Ze mgr
Maria Nalewaj odegrata kluczowa role w powstaniu przedstawionego cyklu publikaciji, co
potwierdza réwniez fakt, ze we wszystkich trzech pracach jest pierwsza Autorka.
Jednoczeénie opisy wktadu, sformutowane w kategoriach typowych dla sekcji Author
Contributions w publikacjach naukowych, sa w kontekscie rozprawy doktorskiej dosé
ogoblne. Prosze zatem Doktorantke o bardziej szczegdtowe omodwienie jej wiasnego
udziatu w pierwszej oraz trzeciej publikacii badawczej, zwtaszcza o jednoznaczne
okredlenie, przy ktdrych eksperymentach — czy to biofizycznych, biologicznych czy
obliczeniowych - ,maczata palce” (czy tez koncowki pipet).

2) Druga uwaga ma charakter wytacznie dyskusyjny i dotyczy pomiarow NMR
przedstawionych w pierwszej publikacji. Z tekstu rozprawy wynika, ze pomiary te nie byty
wykonywane przez Doktorantke, dlatego nie traktuje tej kwestii jako zastrzezenia
kierowanego bezposrednio do Autorki. Chciatbym jednak zauwazyc, ze eksperymenty
protonowe ukierunkowane na obserwacje rezonansdéw protonow iminowych zostaty
przedstawione dla temperatury 25°C. W przypadku kwasow nukleinowych temperatura
rejestracji widma NMR moze istotnie wplywaé na ostros¢ sygnatéw, réwnowage
konformacyjng oraz interpretacje obecnosci lub braku struktur uporzgdkowanych.
Szkoda wiec, ze w publikacji nie przedstawiono albo przynajmniej nie omowiono
ewentualnych pomiaréw wykonanych w réznych temperaturach. Podkres$lam jednak, ze
uwaga ta nie stanowi zarzutu wobec Doktorantki, lecz jest komentarzem
metodologicznym — do tego punktu Autorka zasadniczo w ogdle nie musi sie odnosic.
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3)

Trzecie pytanie dotyczy sekwencji 9KW. Wyniki przedstawione w pierwszej publikaciji
sugeruja, ze jej interpretacja strukturalna nie jest jednoznaczna. Czes¢ danych moze
wskazywac na obecno$¢ elementéw charakterystycznych dla G-kwadrupleksu lub
struktury hybrydowej, podczas gdy inne obserwacje nie wspierajg jednoznacznie
tworzenia stabilnego G4. Zwrécitem réwniez uwage, ze dla czesci sekwencji
zaklasyfikowanych jako nietworzace G-kwadrupleksow zaproponowano struktury
alternatywne w materiatach uzupetniajgcych do pierwszej publikacji, natomiast w
przypadku 9KW takiej propozyciji nie znalaztem. Chciatbym zatem zapyta¢ Doktorantke,
Czy ma przypuszczenia, czym strukturalnie moze by¢ forma tworzona przez 9KW, a jezel
nie — jakie dodatkowe eksperymenty mogtyby pomdc w rozwigzaniu tej diabolicznie
zagmatwanej intrygi strukturalnej.

Czwarta uwaga dotyczy interpretaciji wynikéw ITC przedstawionych w trzeciej publikaciji.
Chciatbym doprecyzowaé, czy podawana stechiometria wigzania ligandéw TMPyP4 |
BRACO-19 odnosi sig do molowej ilosci pojedynczej nici RNA obecnej w probce, czy do
jednostki strukturalnej tworzonej przez potencjalnie dwie lub wiecej nici RNA. Jest to
istotne, poniewaz w przypadku struktur wieloczgsteczkowych przeliczenie stechiometrii
wzgledem pojedynczej nici lub wzgledem catego uformowanego G-kwadrupleksu moze
prowadzi¢ do odmiennej interpretacji liczby miejsc wigzania liganda.

Pigta uwaga dotyczy modelowania molekularnego. W trzeciej publikacji podano
informacje o wykorzystaniu pakietu GROMACS, procedurze rownowazenia oraz czasie
symulacji, ale zabrakto mi kilku szczegdtéw technicznych istotnych dla oceny
wiarygodnosci symulacji kwasoéw nukleinowych, zwilaszcza zastosowanego pola
sitowego, termostatu, barostatu oraz temperatury symulacji. Interesuje mnie réwniez
wybor 150 mM NaCl jako srodowiska symulacji. Samo stezenie jonow jest zrozumiate,
natomiast w przypadku G-kwadruplekséw szczegdlne znaczenie maja kationy potasu
koordynowane miedzy G-tetradami. W zwiazku z powyzszym, wybor KCI wydawatby sie
bardziej naturalny, zwiaszcza jezeli jony K* obecne miedzy tetradami nie byly
utrzymywane dodatkowymi wiezami strukturalnymi w trakcie symulacji wtasciwej (a
przynajmniej nie ma o takowych wigzach wzmianki w sekcji 2.7. publikacji trzeciej).
Chciatbym zatem zapyta¢ Doktorantke o szczegoty parametréw zastosowanych w
modelowaniu oraz o uzasadnienie wyboru $rodowiska jonowego.

Szoste pytanie dotyczy mozliwosci uzyskania wysokorozdzielczych danych
strukturainych dla komplekséw badanych RNA G4 z ligandami. W trzeciej publikacji
wykazano, ze sekwencje 1Q, 7Q i 11Q oddzialujg z TMPyP4 oraz BRACO-19, a
modelowanie  molekulafne 1Q mialo  pomdc w wyjasnieniu  obserwagciji
eksperymentalnych oraz trudnosci zwigzanych z uzyskaniem danych strukturalnych o
wysokiej rozdzielczosci. Cheiatbym zatem zapytac: czy podejmowano préby badan NMR
lub krystalograficznych komplekséw RNA G4 z analizowanymi ligandami? Jezeli tak,
interesujace bytoby krétkie omoéwienie napotkanych probleméw eksperymentalnych,
takich jak heterogeniczno$¢ konformacyjna, agregacja, wymiana ligandow,
niewystarczajgca stabilno$é¢ kompleksoéw lub trudnodci z uzyskaniem jednorodnej préobki.
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Podsumowujac, moje pytania dotyczg przede wszystkim doprecyzowania wktadu Doktorantki w
prace badawcze oraz kilku aspektow interpretacyjnych i metodologicznych, ktore naturalnie
pojawiaja sie w tak zlozonym, interdyscyplinarnym projekcie. Nie zmieniajg one mojej pozytywnej
oceny rozprawy, lecz stanowig zaproszenie do dyskusji nad ograniczeniami zastosowanych
metod, interpretacja struktur niejednoznacznych oraz mozliwymi kierunkami dalszych badan.

Podsumowanie

Reasumujgc, przediozong do recenzji prace doktorska oceniam jednoznacznie pozytywnie i
pragne podkresli¢ jej istotny wktad w rozwoj badan nad funkcjonalnoscig genomoéw wirusowych,
w tym przypadku — genomu wirusa grypy typu A. W zwigzku z powyzszym, uroczyscie
stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia 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 Marii Nalewaj do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora. Jednoczeénie, majac na wzgledzie rzetelnos¢
zaprezentowanych prac, ich znakomity opis oraz wiodacy wktad autorki w powstanie
spdjnego cyklu publikacji o doniostym znaczeniu naukowym, wnioskuje réowniez do ww.
Komisji o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Marii Nalewaj.

dr hab. inz. Tchasz Laskowski, prof. PG
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