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Recenzja pracy doktorskiej mgr. Lukasza J. Sznajdera pt.: ,,UDZIAL BIALEK
MBNL W METABOLIZMIE RNA”
Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr. Lukasza Sznajdera zostala
wykonana pod kierunkiem Prof. Krzysztofa Sobczaka w Instytucie Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza w Poznaniu.

Dystrofie miotoniczne sa chorobami powodowanymi przez ekspansje sekwenciji
mikrosateliatrnych. Ekspansja powtorzen CTG w obszarze 3° UTR genu DMPK
powoduje dystrofi¢ migsniowa typu 1, a ekspansja powtérzen CCTG w pierwszym
intronie genu CNBP dystrofi¢ mig$niowa typu 2. W obu przypadkach patogeneza
choroby nie jest spowodowang dysfunkcja genéw, w ktérych nastepujac mutacje.
Powtorzenia CUG i CCUG w RNA tworza stabilne struktury drugorzedowe, a
transkrypty z powtérzeniami agregujag w jadrze kosméwkowym tworzac skupiska
zwane foci. Do takich struktur z duzym powinowactwem wiazg sie bialka z rodziny
MBNL (Musclebind-like): Mbnll, Mbnl2 i Mbln3, ktére maja podobng budowe i
rozpoznaja RNA za pomocg palcéw cynkowych. Biatka te uczestniczg w regulacii
alternatywnego sktadania pre-mRNA oraz formowaniu 3’ konca mRNA. Uwaza
sig, ze wigzanie bialek MBNL do foci RNA uszczupla pule wolnych biatek MBNL
co prowadzi do zaburzen alternatywnego sktadania pre-mRNA, a w konsekwencji
dystrofii miotonicznych. Rola bialek MBLN w regulacji sktadania pre-mRNA i
patogenezie dystrofii miotonicznych nie jest jednak w pelni zrozumiana.

W przedstawionej do recenzji rozprawie Autor staral sie lepiej zrozumie¢
funkeje biatek MBNL wykorzystujac rézne podejscia badawcze czesciowo oparte o

analizy wysokoprzepustowe.
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Dysertacja ma klasyczng budowg i sktada si¢ ze Wstepu, rozdzialéw opisujacych
Metody, Wyniki oraz Dyskusje. Ma ponad 100 stron, jest obficie ilustrowana i

posiada bogatg literaturg. Praca jest napisana w sposob klarowny, dobrym jezykiem.

Wstep wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy. Opisana jest dotychczasowa
wiedza na temat bialek MBNL i ich roli w patogenezie dystrofii miotoniczne;.
Pewien niedosyt pozostawia brak opisu mechanizméw regulacji alternatywnego
sktadania pre-mRNA — procesu regulowanego przez biatka MBNL.

Sekcja Materialy i Metody jest rowniez wyczerpujaca. Metody sg opisane

bardzo czytelnie i zrozumiale.

Wyniki podzielano sg na 4 czgsciowo niezalezne sekcje.

1) ,Przygotowanie wysokorozdzielczych, catotranskryptomowych map
oddziatywania biatek Mbnl z RNA”

W tej czesci pracy Autor w celu identyfikacji miejsc wigzania biatek MBNL z
RNA wykorzystat bardzo trudng technicznie metodg, CLIP-seq (ang., crosslinking
and immunoprecipitation of RNA-protein complexes followed by deep sequencing).
Niestety w trakcie realizacji doktoratu wyniki analogicznych analiz przeprowadzone
przez konkurencyjne grupy zostaly opublikowane. W zwigzku z tym Autor we
wspotpracy z bioinformatykami stworzyt baz¢ danych wszystkich wynikéw analiz
CLIP-seq dla bialek MBNL. Taka baza moze wspomdc przyszte badania nad tymi
biatkami.

Podstawowym problemem w analizach typu CLIP-seq jest odroznianie
wlasciwych oddziatywan od tta. Wydajnos$¢ chemicznego sieciowania bialek z RNA
zalezy od sposobu oddzialywania. Dla bialek z domenami RRM jest ono zwykle
bardziej wydajnie niz dla biatek oddziatujacych z RNA za pomocag palcow
cynkowych, jak biatka z rodziny MBNL. Powoduje to, ze dla biatek MBNL
uzyskanie wiarygodnych wynikow moze by¢ trudne gdyz poziom tla moze by¢
wysoki. Niestety nie ma dobrych narzedzi bioinformatycznych, ktére pozwalaja na
odfiltrowanie tla, poniewaz analiza mutacji spowodowanych sieciowaniem jest
zazwycza] niewystarczajaca. Dlatego tez najwazniejsze jest zoptymalizowanie
procedury izolacji komplekséw RNA-biatko w celu zwiekszenia specyficznosci i
obnizenia poziomu tla. W przedstawionej pracy, poza optymalizacjg procesu

fragmentacji RNA, takie analizy nie zostaly przedstawione. Jedyng kontrolg jest



immunoprecypitacja RNA, w ktérej nie zastosowano sieciowania. Mimo to na
obrazie autoradiogramu przedstawionego w pracy widoczny jest sygnal na poziomie
oczyszczanego biatka, co sugeruje ze przynajmniej czgsciowo nieusieciowane RNA
oczyszczalo si¢ z kompleksem. Moze to by¢ zrodtem potencjalnego wysokiego
poziomu szumu. Dodatkowo nie przeprowadzono kontroli z wykorzystaniem
niespecyficznego przeciwciata izotypowego. Wszystko to utrudnia oceng
specyficznosci przeprowadzonej procedury, co ma kluczowe znaczenie w ocenie
wiarygodnosci wynikow.

Mimo moich krytycznych uwag godne pochwaly jest zaangazowanie Autora
pracy w ambitny projekt, ktory mogl zaowocowaé niezwykle ciekawymi wynikami
naukowymi. Ponadto, tak jak napisatem wyzej, zebranie wszystkich wynikow CLIP-
seq dla bialek MBLN w jednaj bazie danych moze by¢ uzyteczne dla badaczy.

2) ,,Mechanizm i konsekwencje zaburzenia alternatywnego splicingu pre-mRNA

NASP w DM”

Ze wzgledu na wysoki poziom tlta w wynikach CLIP uzyskanych przez doktoranta
oraz innych badaczy w celu zidentyfikowania nowych zaburzen alternatywnego
sktadania pre-mRNA zaleznych od bialek MBNL, Autor poza wynikami CLIP-seq,
positkowatl si¢ danymi pochodzacymi mikromierzy. Wsréd genéw wzbogaconych w
odczyty CLIP-seq autor wytypowal gen NASP, dla ktérego istnieje podejrzenie
zaburzenia sktadania pre-mRNA u pacjentow z dystrofig miotoniczng. Kolejne analizy
potwierdzily, ze poziom ekspresji bialek MBNL wptywa na alternatywne sktadanie pre-
mRNA NASP promujac wigcznie dodatkowego egzonu specyficznego dla izoformy t.
Oddziatywanie MBNL z pre-mRNA dla NASP zostalo roéwniez potwierdzone przez
doktoranta. Co ciekawe zaburzenia ekspresji tNASP hamujg podziaty komoérek. Tak
wigc w tej czesci doktoratu autor zidentyfikowal nowy cel dla bialek Mbln, a
deregulacja sktadania pre-mRNA NASP moze cze$ciowo wyjasnia¢ fenotypy zwigzane
z dystrofia miotoniczng. Trzeba jednak podkreslic, ze dla lepszego zrozumiana

analizowanego procesu potrzebne beda dalsze szczegétowe analizy.

3) ,,Udziat biatek MBNL i ich izoform w regulacji alternatywnego splicingu”
W kolejnej czesci wynikow Autor staral si¢ zbada¢ wpltyw poszczegdlnych biatek
MBNL i ich izoform na regulacje alternatywnego skladania pre-mRNA dla

kilkudziesieciu réznych gendéw. Modelem badawczym byly komoérki HeLa



transfekowane wektorami kodujgcymi rézne wersje MBNL ze znacznikiem GFP. Autor
wykazal, ze przejsciowa transfekcja komorek wektorami powoduje modulacje
alternatywnego skladania i ze rézne formy MBNL majg rézny efekt. Mozna to
czesciowo wytlumaczyé roéznicami w powinowactwie bialek MBNL do sekwencji
docelowych oraz r6znym poziomem ekspresji i lokalizacji komdrkowej badanych biatek
i ich izoform. Wyniki dostarczajg nowych informacji of biatkach MBNL. Niestety
model badawczy stosowany przez doktoranta nie jest optymalny, poniewaz czasowe
transfekcje mogg powodowaé rézne poziomy ekspresji w poszczegdlnych komoérkach
przez co trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢ co jest bezposrednim zrodtem réznej

aktywnosci izoform MBNL.

4) ,Udzial bialek MBNL w agregowaniu transkryptow z wydluzonymi
powtdrzeniami tréjnukleotydowymi CUG w jadrowych foci”.

W ostatniej czesci wynikéw doktorant przedstawil analize agregacji
egzogennych MBNL z egzogennymi RNA zawierajagcymi powtorzenia CUG
wykorzystujac transfekowane komoérki Hela jako model. Obrazowania powstatych
w jadrze komoérkowym foci zawierajagcych fluorescencyjne biatka MBNL
prowadzono z wykorzystaniem zaawansowanych metod mikroskopi konfokalne;j.
Analizy byly wsparte badaniami bezposredniego oddzialywania biatek MBNL z
konkretnymi RNA prowadzonymi in vitro. Badania wykazaly, ze wszystkie
izoformy biatek MBNL agreguja w podobny sposob, zaobserwowano jedynie
nieznaczne, cho¢ statystycznie istotne roznice. Co istotne we wszystkich

przypadkach jest to uktad bardzo dynamiczny.

Na koncu kazdego z rozdziatow opisujacych wyniki autor krotko dyskutuje
otrzymane dane i sugeruje dalsze eksperymenty. Czesci te $wiadczg o dogltebnym

zrozumieniu tematyki badawczej i dojrzatos$ci naukowej doktoranta.

W Dyskusji Autor pobieznie analizuje uzyskane przez siebie wyniki, co jednak
ze wzgledu na to, ze bezposrednia dyskusja znajduje si¢ na koncu kazdego z

rozdzialow opisujacych wyniki wydaje si¢ uzasadnione.

W ogoélnej ocenie merytorycznej przedstawionej mi do oceny rozprawy

doktorskiej na podkreslenie zastuguje podjecie niezwykle ciekawego i waznego z



medycznego punku widzenia tematu badawczego. Ponadto ogrom pracy Autora i
jego dazenie do poszerzenia naszej wiedzy o roli biateck MBNL w regulacji
alternatywnego sktadania pre-mRNA w kontekscie dystrofii miotonicznej jest godne
pochwaty. Autor wykorzystywal roznorodne techniki eksperymentalne od analiz
transkryptomicznych, przez eksperymenty in vitro, analizy RNA do
zaawansowanych metod mikroskopii konfokalnej. Wszystko to $wiadczy o duzej

wiedzy i1 sprawnosci technicznej doktoranta.

Podsumowujac, przedstawiong rozprawe doktorska mgr. Lukasza Sznajdera
oceniam wysoko. Pomimo uwag uwazam, ze jest to bardzo dobra praca, zaréwno
pod wzgledem uzyskanych wynikow, jak i sposobu ich prezentacji. Praca ta spetnia
ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego tez, zwracam si¢ do
Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu z prosba o
dopuszczenie pana mgr. Lukasza Sznajdera do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Prof. Andrzej Dziembowski
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