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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Lukasza J. Sznajdera pt.: Udzial bialek
MBNL w metabolizmie RNA

Rozprawa doktorska mgr Lukasza J. Sznajdera zostala wykonana pod kierunkiem
dr hab. Krzysztofa Sobczaka, prof. UAM w Zaktadzie Ekspresji Genow Instytutu Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydzialu Biologii UAM w Poznaniu. Problematyka pracy
dotyczy funkcji fizjologicznej trzech paralogéw biatek okreslanych jako Muscleblind-like
(MBNL) oraz ich izoform splicingowych, a takze poznania udzialu tych biatek w
odzialywaniach z toksycznymi transkryptami zawierajacymi wydiuzone powtdrzenia CUG.
Biatka MBNL wigzg sie do czasteczek RNA i reguluja ich metabolizm na réznych etapach
funkcjonowania komorki, przy czym najintensywniej badano ich udzial w regulacji
alternatywnego splicingu. Okazalo si¢ ponadto, ze odziatywania bialek MBNL z
transkryptami z wydtuzonymi powtorzeniami tréjnukleotydowymi, charakterystycznymi dla
dystrofii miotonicznej (DM), odgrywaja kluczowa role w patomechanizmie molekularnym tej
choroby genetycznej. Podjety temat jest zatem bardzo wazny zaréwno dla poznania
podstawowych procesow regulacji ekspresji genéw na poziomie RNA, jak i badan
biomedycznych, wyjasnienia mechanizmu molekularnego dystrofii miotoniczne;j.

Cel pracy doktorskiej mgr Lukasza Sznajdera ujety zostal w formie czterech zadan.
Pierwszym zadaniem bylo przygotowanie wysoko-rozdzielczych catotranskryptomowych
map odziatywania RNA z paralogami MBNL, poprzez przeprowadzenie eksperymentéw RIP-
seq i CLIP-seq oraz przy wykorzystaniu danych z eksperymentdw tego typu
przeprowadzonych w innych laboratoriach. Otrzymane wyniki uzyte zostaly w zadaniu
drugim do wyselekcjonowania zaburzenia alternatywnego splicingu genu NASP, ktore
wystepuje u pacjentéw z DM1, w celu okreslenia mechanizmu jego powstawania i wptywu na
potencjat proliferacyjny komoérek DM1. W zadaniu trzecim poréwnano aktywnos¢ trzech
paralogéw MBNL i ich izoform w regulacji alternatywnego splicingu. Czwartym, ostatnim
realizowanym zadaniem byto okreslenie udziatu biatek MBNL i ich izoform w agregowaniu

transkryptow z wydtuzonymi powtorzeniami trojnukleotydowymi CUG.



Wstep literaturowy do rozprawy (16 stron) sklada si¢ z dwoch rozdziatow. W
pierwszym z nich, mgr Lukasz Sznajder przedstawit aktualny stan wiedzy na temat biatek z
rodziny Muscleblind-like, struktury i ekspresji kodujacych je genoéw, budowy biafek i sposobu
wigzania do RNA, oraz funkcji réznych paralogow MBNL. W rozdziale drugim przedstawit
podstawowe informacje na temat dystrofii miotonicznej typu 1 i 2 oraz patomechanizmu
molekularnego tej choroby genetycznej, ze szczegélnym uwzglgdnieniem akumulacji mRNA
z wydluzonymi powtorzeniami tréjnukleotydowymi zasocjowanych z biatkami MBNL w
agregatach jadrowych. Ostatni podrozdziat tej czgsci pracy po$wigcony zostal wybranym
przyktadom zaburzen alternatywnego splicingu powigzanych z symptomami DMI, ktérych
mechanizm zwigzany jest z biatkami MBNL. Przeglad literaturowy przygotowany zostat
kompetentnie, z trafnym wyborem przede wszystkim tych informacji, ktére wigzg sig z
badaniami przedstawionymi w pracy doktorskiej. Przeglad ten uzupeiniajg krotkie
podrozdziaty zamieszczone w kolejnej czgsci pracy doktorskiej Wyniki, ktore powiagzane sg z
jej celami czgstkowymi i przedstawiaja stan wiedzy dotyczacy poszczegdlnych,

rozwigzywanych probleméw badawczych.

Zasadnicza cze$¢ pracy doktorskiej Wyniki (64 strony) podzielona zostata na cztery
cze$ci tematyczne, odpowiadajgce zadaniom wyszczegblnionym w celu pracy. Jak
wspomniano wczesniej, kazda z tych czesci poprzedzona jest podrozdzialem z informacjami
literaturowymi, a zawiera takze sformutowany problem badawczy i cel podjetych badan.
Poszczegélne czgsci zakoniczone sg podrozdzialami zatytulowanymi Podsumowanie i
perspektywy, w ktorych podkreslono najwazniejsze obserwacje i ustalenia kolejnych etapow
badan. Przyjeta organizacja tekstu zwigksza przejrzysto$¢ opisu prowadzonych prac, przy
czym Autor umiejetnie ustrzegl si¢ powtarzania tych informacji w rozdziale koncowym —
Dyskusji (6 stron).

W czesci pierwszej mgr Lukasz Sznajder zastosowal metody RIP-seq i CLIP-seq do
stworzenia map oddziatywania MBNL1 z transkryptomem. Poniewaz w migdzyczasie
opublikowane zostaly dane CLIP-seq dla paralogbw MBNL2 i MBNL3 oraz niektérych
innych czynnikéw splicingowych, rowniez te dane Autor wykorzystal do stworzenia
unikalnej, internetowej bazy danych nazwanej MIB (MBNL Interacome Browser), we
wspodlpracy z grupa prof. Izabeli Makalowskiej z macierzystego Instytutu. Baze t¢ mozna
wykorzystywa¢ w badaniach odziatywan bialek MBNL i wybranych czynnikéw
splicingowych z RNA, a jej stworzenie stanowi znaczace osiagniecie pracy doktorskiej. Przy

lekturze dalszej cze$ci pracy pojawia si¢ pytanie, na ktore chciatbym uzyskaé odpowiedz
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podczas jej publicznej obrony. Na stronie 71, opisujac detekcje miejsc fotozszywania biatka
MBNLI1 do RNA z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy, Autor zauwaza, ze wsrod tzw.
mutacji wywolywanych fotozszywaniem, najpowszechniej obserwowana jest zamiana
cytozyny na tyming. Z drugiej strony, wiadomo, ze wsrdd szeregu typow uszkodzen kwasow
nukleinowych poddawanych naswietlaniu $wiatlem ultrafioletowym, do najczestszych nalezy
hydrolityczna deaminacja reszt cytozyny. Czy efekt ten, zdaniem Autora, mogtby wptywac na
wyniki analizy miejsc fotozszywania biatka do RNA metoda odwrotnej transkrypcji?

Realizacje kolejnej cze$ci pracy Autor rozpoczat od analizy bioinformatycznej majgcej
na celu wyselekcjonowanie procesu biologicznego regulowanego przez paralogi biatek
MBNL, ktéry moégltby postuzyé w dalszych, szczegbtowych badaniach eksperymentalnych
roli tych bialek w komorce. Wytypowat transkrypt genu NASP, ktory koduje biatko
uczestniczagce w procesie replikacji DNA, transporcie i przechowywaniu histondw i jest
wazne dla prawidiowego przebiegu cyklu komérkowego, proliferacji, wzrostu i réznicowania
komorek. Biatko to moze wystgpowaé w co najmniej dwéch izoformach splicingowych,
wykazuje podwyzszony poziom ekspresji w DM1 i DM2, zatem gen NASP stanowit bardzo
atrakcyjny model badawczy. Autor zaplanowatl i przeprowadzil seri¢ eleganckich
doswiadczen,, w ktorych wykazal, ze w DMI dochodzi do zwigkszonego wigczania
alternatywnego egzonu t mRNA NASP, a proces ten regulowany jest przez paralogi MBNL.
Biatka te oddziatujg z 9-nukleotydowym fragmentem intronu 6. W tej czgsci pracy, w celu
potwierdzenia, z¢ MBNL1 wigze si¢ do okreslonych regionéw RNA, Autor zsyntetyzowat
modelowe czasteczki RNA i badatl efektywnos¢ wigzania MBNL1 w obecnosci
oligonukleotydéw antysensowych maskujacych potencjalne miejsca wigzania biatka.
Jednakze, zar6wno podczas planowania miejsc wigzania oligonukleotydéw antysensowych
jak i przy opisie efektow ich dziatania uwzgledniona zostata jedynie struktura
pierwszorzedowa docelowych RNA. Czy podjeta zostata proba interpretacji wynikoéw tych
dos$wiadczen, ktora uwzgledniataby strukture drugorzgdowa badanych RNA oraz potencjalnie
rozng dostepnos¢ do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotydéw réznych regionow
czasteczek docelowych?

W kolejnej czeSci pracy mgr Lukasz Sznajder opisuje rezultaty pordéwnania
aktywnosci splicingowej trzech paralogow MBNL oraz ich wybranych izoform. Do tego celu
skonstruowat 10 wektorow kodujgcych najpowszechniejsze warianty tych biatek. Postanowit
okresli¢ ich wptyw na regulacje kilkudziesigciu zjawisk alternatywnego splicingu, prowadzac
badania w komérkach HeLa. Skoncentrowat si¢ przy tym nie tylko na poréwnaniu aktywnosci

badanych bialek, ale takze okresleniu ich cech determinujgcych zaobserwowane rdznice, w
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tym powinowactwa do docelowych sekwencji RNA oraz dystrybucji komoérkowej
poréwnywanych biatek. Na wybranych przykiadach wykazal, ze wszystkie badane izoformy
MBNL jednakowo reguluja kierunek zmiany zjawiska alternatywnego splicingu, wlaczenie
lub wylgczenie odpowiedniego egzonu w transkrypcie, przy czym efekt jest relatywnie
silniejszy w przypadku wylaczania alternatywnego egzonu. Zaréwno dla endogennych jak i
egzogennych transkryptéw, wyniki wskazuja, ze izoformy MBNLI1 cechuja si¢ najwyzsza
aktywnoscia splicingows, a izoformy MBNL3 aktywnoscia najnizsza. Réznice te zaleza od
powinowactwa biatek MBNL do docelowych sekwencji RNA oraz stgzenia biatka w jadrze
komoérkowym.

W ostatniej czesci pracy mgr Lukasz Sznajder opisuje wyniki badan udziatlu bialek
MBNL w agregowaniu transkryptow z wydluzonymi powtérzeniami tréjnukleotydowymi
CUG. Stosujac odpowiednio skonstruowane modelowe RNA oraz testy in vifro, wykazat, ze
paralogi MBNL wiazg si¢ z wigkszym powinowactwem, od kilku do kilkuset razy, do
transkryptéw z powtdrzeniami niz do sekwencji zaangazowanych w regulacje alternatywnego
splicingu. Nastepnie skonstruowat uktad modelowy z wykorzystaniem komodrek HeLa
transfekowanych wektorami kodujacymi docelowe RNA z wydluzonymi powtérzeniami
CUG, a takze paralogi MBNL skonjugowane z biatkiem GFP. Analiza w mikroskopie
konfokalnym wskazata, ze transkrypty indukuja agregacj¢ MBNL przez multimeryzacje lub
skupienie biatek, bedaca wynikiem ich odzialywania z transkryptem niosgcym
trojnukleotydowe powtdrzenia. Utworzone agregaty sg strukturami dynamicznymi, a wyniki
sugeruja, ze biatka MBNL nie sg trwale z nimi zwigzane.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Lukasza Sznajdera napisana jest w
sposéb czytelny, poprawnym jezykiem i w jasny sposob przedstawia zaréwno informacje
literaturowe jak i wyniki prac wlasnych. Na szczegélne podkreslenie zastuguje jej bardzo
bogata czgs¢ ilustracyjna, ze szczegétowymi podpisami pod rysunkami. Znakomicie utatwia
to czytelnikowi $ledzenie postgpu prac oraz wynikéow kolejnych eksperymentow, a w
szczegblnosci, tych bardzo zaawansowanych metodycznie. Autor nie ustrzegt si¢ jednak kilku
btedéw redakcyjnych, stylistycznych oraz drobnych pomytek, a kilka z nich przytaczam
ponizej: 1/ w spisie literatury, w przypadku cytowania prac majacych wiecej niz 3
wspoétautorow podany jest wylacznie pierwszy z nich; ten sposob cytowania, aczkolwiek
poprawny formalnie, utrudnia czytelnikowi zorientowanie sig, z jakiego laboratorium
cytowana informacja pochodzi, bowiem wigkszo$¢ umieszczonych w spisie prac ma wigcej
niz 3 wspoétautoréw, a autor do korespondencji jest zazwyczaj umieszczany na koncu, 2/ w

tekscie pracy zbedne jest wielokrotne powtarzanie angielsko-jezycznych thumaczen
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niektérych terminéw, 3/ skr6t MBNL pisany jest nie tylko normalng i pochylg czcionka
(rozréznienie to jest powszechnie stosowane w literaturze), ale takze z duza pierwszg i
nastepnymi matymi literami, przy czym nie sadzg, aby dobrym wyjasnieniem byto ujecie tych
oznaczen w wykazie skrétéw, jako stosowanych zamiennie.

Zauwazone, drobne usterki nie wplywajg w istotny sposéb na moja wysoka oceng
przedstawionej do recenzji rozprawy. Opisane w niej wyniki uwazam za bardzo istotne dla
poznania funkcji trzech paralogow MBNL w regulacji zjawiska alternatywnego splicingu, a
takze roli tych biatek w formowaniu agregatow z toksycznymi transkryptami z wydtuzonymi
powtorzeniami tréjnukleotydowymi typu CUG. Badania prowadzone byly wedtug standardéw
obowigzujacych w najlepszych laboratoriach pracujacych w podobnej tematyce, a otrzymane
wyniki $wiadczg o opanowaniu przez Autora trudnego warsztatu badawczego. W toku
realizacji pracy doktorskiej stworzona zostala wysoko-rozdzielcza baza odziatywan
paralogébw MBNL z transkryptomem, dostgpna w postaci serwisu internetowego, ktéra stuzy
juz innym badaczom. Jestem przekonany, ze przeprowadzone badania zaowocujg réwniez
wkrotce bardzo dobrymi publikacjami naukowymi.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa odpowiada w peini wymogom
stawianym pracom doktorskim i wnosze do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A.

Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Lukasza J. Sznajdera do dalszych etapow

Osedl__

przewodu doktorskiego.



