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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. Krzyszlofa Sobczaka, prof. UAM w Zakladzie Ekspresji Gen6w Instytutu Biologii

Molekularnej i Biotechnologii Wydzialu Biolcgii U-AM rv Poznaniu. Problematyka pracy

dotyczy funkcji fizjologicznej trzech paralog6w bialek okreSlanych jako MuscleblindJilre

(MBNL) oraz ich izoform splicingowych, a tak2e poznania udzialu tych bialek w

odziatywaniach z toksycznymi transkyptami zawierajqcymi wydluzone powt6rzenia CUG.

Biatka MBNL wipzq sig do cz1steczek RNA i reguluj4 ich metabolizm nar6znych etapach

funkcjonowania kom6rki, przy czym najintensywniej badano ich udzial w regulacji

alternatywnego splicingu. Okazato sig ponadto, 2e odzialywania biatek MBNL z

transkryptami z wydtuilonymi powt6rzeniami tr6jnukleotydowymi, charakterystycznymi dla

dystrofii miotonicznej (DM), odgrywaj4 kluczow4 rolg w patomechanizmie molekularnym tej

choroby genetycznej. Podjgty temat jest zatem bardzo wailny zar6wno dla pomania

podstawowych proces6w regulacji ekspresji gen6w na poziomie RNA, jak i badari

biomedycznych, wyjaSnienia mechanizmu molekulamego dystrofi i miotonicmej.

Cel pracy doktorskiej mgr tr ukasza Sznajdera ujgty zostal w formie czterech zadai.

Pierwszym zadaniem bylo przygotowanie wysoko-rozdzielczych calotranskryptomowych

map odzialywania RNA z paralogamiMBNL, poprzezprzeprowadzenie eksperyment6w RIP-

seq i CLIP-seq orv przy wykorzystaniu danych z eksperyment6w tego typu

przeprowadzonych w innych laboratoriach. Otrzymane wyniki uZyte zostaly w zadaniu

drugim do wyselekcjonowania zaburzenia alternatylvnego splicingu genu NASP, kt6re

wystgpuje u pacjent6w zDMl, w celu okredlenia mechanizmu jego powstawania i wptywu na

potencjal proliferacyjny kom6rek DMl. W zadaniu trzecim por6wnano aktywno66 trzech

paralog6w MBNL i ich izoform w regulacji altematywnego splicingu. Czwartym, ostatnim

realizowanyrn zadaniem bylo okreSlenie tdziatu biaiek MBNL i ich izoform w agregowaniu

transkrypt6w z wydluZonymi pom6rzeniami tr6jnukleotydowymi CUG.



Wstgp literaturowy do rozprawy (16 stron) sklada sig z dw6ch rozdzial6w. W

pierwszym z nicho mgr tr ukasz Sznajder przedstawil aktualny stan wiedzy na temat biaiek z

rodziny Muscleblind-like, struktury i ekspresji koduj4cych je gen6w, budowy bialek i sposobu

wi4zania do RNA, oraz funkcji r62nych paralog6w MBNL. W rozdziale drugim przedstawil

podstaw,orve informacje na temat dystrofii miotonicznej typu I i 2 oraz patomechanizmu

molekulamego tej choroby genetycznej, ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem akumulacji mRNA

z wydtuaonymi powt6rzeniami tr6jnukleotydowymi zasocjowanych z bialkami MBNL w

agregatach j4drowych. Ostatni podrozdzial tej czgdci pracy po6wigcony zostal rvybranym

przykladom zabwzen alternatywnego splicingu powiqzanych z symptomami DMl, kt6rych

mechanizm zwiqzany jest z bialkami MBNL. Przegl4d literaturowy przygotowany zostal

kompetentnie, z trafnym wyborem przede wszystkim tyeh informacji, kt6re wiqi4 siE z

badaniami przedstawionymi w pracy doktorskiej. Przeglqd ten uzupetniaj4 kr6tkie

podrozdzialy zamieszczone w kolejnej czgsci pracy doktorskiej lYyniki, kt6re powiqzane sq z

jej celami cz?stkowymi i przedstawiaj4 stan wiedzy datycz1cy poszczeg6lnych,

rozwi4zywanych prob lem6w badawczych.

Zasadnicza czgS6, pracy doktorskiej Wyniki (64 strony) podzielona zostata na cztery

czgsci tematyczne, odpowiadaj4ce zadaniom wyszczegtinionym w celu pracy. Jak

wspomniano wcze$niej , kalda z tych czg(;ci poprzedzona jest podrozdzialem z informacjami

literaturowymi, a zawiera takZe sformulowany problem badawczy i cel podjgtych badari.

Poszczeg6lne czgsci zakoficzone sQ podrozdzialami zatytulowanymi Podsumottanie i

perspektywy, w kt6rych podkre5lono najwazniejsze obserwacje i ustalenia kolejnych etap6w

badan. Przyjgta organizacja tekstu ztxrigksza przejrzystoSd opisu prowadzonych prac, przy

czym Autor umiejgtnie ustrzegl siq powtarzania tych iniormacji w rozdziale koficowyrn -
Dyskusji (6 stron).

W czgsci pierwszej mgr tr ukasz Sznajder zastosowal metody RIP-seq i CLIP-seq do

stworzenia map oddzialywania MBNLI z transkryptomem. Poniewa2 w migdzyczasie

opublikowane zostaly dane CLIP-seq dla paralog6w MBNL2 i MBNL3 oraz niekt6rych

innych czynnik6w splicingowych, r6wnie2 te dane Autor wykorzystal do stworzenia

unikalnej, internetowej bazy danyeh nazwanej MIB (MBI{L Interacome Brolser), we

wsp6lpracy z grqp4 prof. Izabeli Makalowskiej z macierzystego lnstytutu. Bazg tg mo2na

wykorzystywa6 w badaniach odzialywafi bialek MBNL i wybranych czynnik6w

splicingowy'ch z RNA , a jej stworzenie stanowi zfiaczqce osi4gniEcie pracy doktorskiej. Przy

lekturze dalszej czgSci pracy pojawia sig pytanie, na kt6re chcialbym uzyskad odpowiedZ



podczas jej publicznej obrony. Na stronie 71, opisuj4c detekcjg miejsc fotozszl'wania bialka

MBNLI do RNA z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy, Autor zavwaia, ze w6r6d tzrv.

mutacji wywolywanych fotozszywaniem, najpowszechniej obserwowana jest zamiana

cytozyny na tyming. Z drugiej strony, wiadomo, 2e w5r6d szeregu typ6w uszkodzeri kwas6w

nukleinowych poddawanych naSwietlaniu Swiatlem ultrafioleto!rym, do najczgstszych naleLy

hydrolityczna deaminacja reszt cytozyny. Czy efekt ten, zdaniem Autora, m6gtby wptywa6 na

wyniki analizy miejsc fotozszywania bialka do RNA metod4 odwrotnej transkrypcji?

Realizacjg kolejnej czgsci pracy Autor rozpocz4l od analizy bioinformatycznei maj4cej

na celu wyselekcjonowanie procesu biologicznego regulowanego przez paralogi bialek

MBNL, kt6ry m6glby poslu2y6 w dalszych, szczeg6lowych badaniach eksperymentalnych

roli tych biatek w kom6ree. Wytypowal transkrypt genu NISP, kt6ry koduje bialko

uczestnicz4ce w procesie replikacji DNA, transporcie i przechowywaniu histon6w i jest

waane dla prawidlowego przebiegu cyklu kom6rkowego, proliferacji, wzrostu i r6znicowania

kom6rek. Biatko to moze wystgpowad w co najmniej dw6ch izoformach splicingowych,

wykazuje podwy2szony poziom ekspresji w DMI i DM2, zatem gen NASP stanowil bardzo

atrakcyjny model badawczy. Autor zaplanowal i przeprowadzil serig eleganckich

doSwiadczefi, w kt6rych wykazat, 2e w DMI dochodzi do nvigkszonego wl4czania

altematywnego egzonu t mRNA NASP, a proces ten regulowany jest przez paralogi MBNL.

Bialka te oddziafuj4 z 9-nukleotydowym fragmentem intronu 6. W tej czgSci pracy, w celu

pohvierdzenia, Ze MBNLI *-i4ze sig do okreSlonych region6w RNA, Autor zsyntetyzowal

modelowe cz4steczki RNA i badal efektywnoSt wiqzania MBNL1 w obecnoSci

oligonukleotyd6w antysensowych maskujqcych potencjalne miejsca wi4zania biatka.

Jednakze, zar6wno podczas planowania miejsc wiqzania oligonukleotyd6w antysensowych

jak i przy opisie efekt6w ich dzialania uwzglgdniona zostala jedynie struktura

pierwszorzgdowa docelowych RNA. Czy podjgta zostala pr6ba interpretacji wynik6w tych

do(wiadczeri, kt6ra uwzglgdnialaby strukturg drugorzgdowq badan,vch RNA oraz potencjalnie

rcrm1 dostgpnoS6 do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotyd6w r6znych region6w

czqste c zek doce I owyc h?

W kolejnej czEici pracy mgr Lukasz Smajder opisuje rezultaty porownania

aktywno6ci splicingowej trzech paralog6w MBNL oraz ich wybranych izoform. Do tego celu

skonstruowal l0 wektor6w koduj4cych najpowszechniejsze warianty tych bialek. Postanowit

okreSlii ich wptyw na regulacjg kilkudziesigciu zjawisk alternatywnego splieingu, prowadz4c

badania w kom6rkach HeLa. Skoncentrowal sig przy tym nie tylko na por6wnaniu aktywnoSci

badanych bialek, ale tak2e okre5leniu ich cech determinuj4cych zaobserwowane r62nice, w
J



tym powinowactwa do docelowych sekwencji RNA oraz dystrybucji kom6rkowej

por6wnywanych bialek. Na wybranych przykladach wykazal, ize wszystkie badane izoformy

MBNL jednakowo reguluj4 kierunek zmiany zjawiska alternatywnego splicingu, wl4czenie

lub wyl4czenie odpowiedniego egzonu w transkrypcie, przy czym efekt jest relatylvnie

silniejszy w przypadku wyl4czania alternatywnego egzonu. Zar|wno dla endogennych jak i

egzogennych transkrypt6w, wyniki wskazuj4, 2e izoformy MBNLI cechuj4 sig najwyzsz4

aktywno(ci4 splicingow4, a izoformy MBNL3 aktywno6ci4 najnihsz4. R62nice te zalei4 od

powinorvactrva bialek MBNL do doceiowych sekrvencji FNA oraz stgzenia bialka s, j4drze

kom6rkowym.

W ostatniej czgici pracy mgr tr ukasz Sznajder opisuje wyniki badari udziatu bialek

MBNL w agregowaniu transkrypt6w z wydtu2onymi powt6rzeniami tr6jnukleotydowymi

CUG. Stosuj4c odpowiednio skonstruowane modelowe RNA oraz testy in vitro, wykazat,2e

paralogi MBNL wiqzy sig z wigkszym powinowactwem, od kilku do kilkuset razy, do

transkr.vpt6w z pou't6rzeniami niz do sekwerrcji zaangazotvanych w regulacjE alternatywnego

splicingu. NastEpnie skonstruowal uklad modelowy z wykorzystaniem kom6rek HeLa

transfekowanych wektorami koduj4cymi docelowe RNA z wydluZonymi powt6rzeniami

CUG. a takae paralogi MBNL skonjugowurc z bialkiem GFP. Analiza w mikroskopie

konfokalnym wskazala, ze transkrypty indukuj4 agregacjg MBNL przez multimeryzacjE lub

skupienie bialek, bgd4c4 wynikiem ich odziatywania z transkryptem nios4cym

trdnukleotydowe powt6rzenia. Utworzone agegaty sq strukturami dynamicznymi, a wyniki

sugerujq, ilebialka MBNL nie s4 trwale znimi zwi1zane.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Lukasza Sznajdera napisana jest w

spos6b czytelny, poprawnym jgzykiem i w jasny spos6b przedstawia zar6wno informacje

literaturowe jak i wyniki prac wlasnych. Na szczeg6lne podkreilenie zastuguje jej bardzo

bogata czgS6 ilustracyjna, ze szczeg6towymi podpisami pod rysunkami. Znakomicie ulatwia

to czytelnikowi Siedzenie postEpu prac oraz wynik6w kolejnych eksperyment6w, a w

szczeg6lno6ci, tych bardzo zaawansowanych metodycznie. Autor nie ustrzegl sig jednak kilku

btgd6w redakcyjnych, stylistycznych oraz drobnych pomylek, a kilka z nich przffaczam

poni2ej: Ii w spisie literatury, w przypadku cytowania prac majqcych wiEcej ni? 3

wsp6lautor6w podany jest wyl4cznie pierwszy z nich; ten spos6b cytowania, aczkolwiek

poprawny formalnie, utrudnia czytelnikowi zorientowanie siq, z jakiego laboratorium

cytowana informacja poehodzi, bowiem wiqkszoSi umieszczonych w spisie prac ma wigcej

niz 3 wsp6lautor6w, a autor do korespondencji jest zarwyczaj umieszczany na koricu, 2/ w

tekjcie pracy zbgdne jest wielokrotne powtarzanie angielsko-jgzycznych ttumaczeri

4



niekt6rych termin6w, 3/ skr6t MBNL pisany jest nie tylko normaln4 i pochyl4 czcionk4

(rozr6znienie to jest powszechnie stosowane w literaturze), ale takZe z duLq pierwsz4 i

nastgpnymi malymi literami, przy czym nie s4dzg, aby dobrym wyjaSnieniem bylo ujgcie tych

oznaczefi w wykazie skr6t6w, jako stosowanych zamiennie.

Zauwthone, drobne usterki nie wplywajq w istotny spos6b na mojq wysok4 oceng

przedstawionej do recenzji rozprawy. Opisane w niej wyniki uwazam za bardzo istotne dla

poznania funkcji trzech paralog6w MBNL w regulacji zjawiska altematywnego splicingu, a

tak2e roli tych bialek w formowaniu agregat6w z toksycznymi transkryptami z wydluzonymi

powt6rzeniami tr6jnukleotydowymi typu CUG. Badania prowadzone byty wedlug standard6w

obowi4zuj4cych w najlepszych laboratoriach pracuj4cych w podobnej tematyce, a otrzymane

wyniki Swiadcz4 o opanowaniu przez Autora trudnego warsztatu badawczego. W toku

realizacji pracy doktorskiej stworzona zostala wysoko-rozdzielcza baza odzialywari

paralog6w MBNL z transkryptomem, dostgpna w postaci serwisu internetowego, kt6ra stu2y

ju2 innym badaczom. Jestem przekonany, ze pfleprawadzone badania zaowocuj4 r6wnie2

wkr6tce bardzo dobrym i pub I ikacj am i n aukowym i.

Podsumowuj4c stwierdzam,2e przedstawiona rozprawa odpowiada w pelni wymogom

stawianym pracom doktorskim i wnoszg do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. A.

Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr l,ukasza J. Sznajdera do dalszych etap6w

przewodu doktorskiego.
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