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Przedmiotem badan ujetych w rozprawie doktorskiej pani mgr Katarzyny Taylor jest
mechanizm regulacji alternatywnego sktadania transkryptéw, w ktéry zaangazowane
jest biatko MBNL (ang. Muscleblind-like). Proces alternatywnego sktadania
transkryptow jest jedng z form regulacji ekspresji gendw, dzigki ktéremu znaczgco
zwieksza sie ostateczna i funkcjonalna liczba biatek w poréwnaniu do liczby
kodujacych je gendw. Biatko MBNL petni w komérce rézne funkcje, zwigzane z
metabolizmem RNA. Miedzy innymi odpowiada za subkomdrkowg lokalizacje
czasteczek mRNA i ich stabilnos¢ oraz za aktywacje alternatywnych miejsc sktadania i
poliadenylacji. W swojej pracy Doktorantka skupita sie na badaniu mechanizmu
alternatywnego sktadania RNA. W szczegdlnosci, skupita sie na wyjasnieniu
mechanizmu wtgczania i wytgczania alternatywnych eksonéw, a miejscem wigzania
sie biatka MBNL. Regulacja procesu alternatywnego sktadania zostata zbadana w
warunkach fizjologicznych oraz patologicznych, tzn. w przypadku dojrzewania
transkryptu zawierajgcego zmiane patogenna, majgcg charakter mutacji dynamicznej.

Tematyka badawcza ma bardzo wazne znaczenie z kilku wzgledéw. Po pierwsze,
przeprowadzone badania i uzyskane wyniki poszerzaja ogdlng wiedzg o
podstawowych procesach molekularnych zachodzgcych na poziomie komérkowym. Po
drugie, dotyczg waznego aspektu regulacji ekspresji genéw, a w szczegélnosci
alternatywnego sktadania transkrytptéw — zagadnienia juz dobrze poznanego ale
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nadal wymagajgcego wyjasnienia niektérych aspektéw tego procesu. Po trzecie,
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Formalny opis rozprawy
Gtéwnym elementem rozprawy jest spdjny tematycznie zbidr czterech,

wieloautorskich publikacji. W dwéch z nich Doktorantka jest trzecim autorem, w
jednej jest drugim, natomiast w ostatniej z nich jest autorem drugim ale majagcym



réownowazny wktad z autorem pierwszym. Prace zostaty opublikowane w bardzo dobrych,
recenzowanych periodykach zagranicznych, posiadajgcych wysoki indeks oddziatywania.
Sa to nastepujace prace:
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Praca doktorska zaczyna sie spisem tresci po czym zamieszczone jest 2,5 stronicowe
streszczenie, napisane zgodnie z wymogami w j. polskim i j. angielskim. Nastepnie
zamieszczone sg o$wiadczenia wspodtautoréw 4 publikacji. W ramach opisu wykonanych
badar zamieszczone zostaty wyzej wymienione publikacje wraz z materiatami
uzupetniajgcymi.

Ocena merytoryczna pracy

Jako cel pracy Doktorantka postanowita okresli¢ strukturalne podstawy oddziatywania
biatek MBNL z docelowymi fragmentami RNA jak i poszuka¢ inhibitoréw tworzenia
patogennych komplekséw MBNL/(CUG)®*® oraz zbada¢ funkcjonalne nastepstwa ich
dziatania w modelowych komaérkach manifestujgcych cechy dystrofii miotonicznej typu |
(DM1).

Rodzina biatek MBNL reprezentowana jest przez 3 paralogi: MBNL1, MBNL2 i MBNL3.
Dodatkowo transkrypty kodujgce e biatka ulegajg alternatywnemu sktadaniu, co prowadzi
do powstania izoform biatek, charakterystycznych dla zréznicowanych tkanek. Biatka te
wigzg sie z RNA rozpoznajac motyw konserwatywny 5’-YGCY-3’. Wigzanie biatek MBNL do
transkryptow jest prawdopodobnie uwarunkowane takze odpowiednig strukturg
regionéw, w ktdrych wystepujg motywy konserwatywne.

Rola biatka MBNL1 w regulacji alternatywnego sktadania opisana jest w publikacji nr 1i 2.
Zgodnie z przedstawionymi o$wiadczeniami dotyczacymi wktadu poszczegdlnych autorow
udziat pani mgr Katarzyny Taylor w przygotowanie publikacji pt.: ,Autoregulation of
MBNL1 function by exon 1 exclusion from MBNL1 transcript’ polegat na: analizie in vitro,
w tym przygotowaniu znakowanych transkryptow MBNL1, chemicznej i enzymatycznej
analizie struktury MBNL1el zamieszczonej na Ryc. 1C publikacji, analizie wigzania dzikiej
oraz zmutowanych form fragmentéw RNA do biatka MBNL1, a takze na przygotowaniu
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rekombinowanego biatka GST-MBNL1-His. Doktorantka uczestniczyta réwniez w
przygotowaniu opisu czesci Materiatow i Metod.

Doswiadczenia przeprowadzone przez Doktorantke pozwolity na zdefiniowaniu cech
strukturalnych nowego elementu regulatorowego, zlokalizowanego w regionie 5’ eksonu
1 w transkrypcie genu Mbnl1. Wyodrebniono 9 konserwatywnych motywéw YGCY w
transkrypcie MBNL1 w komdrkach mysich i ludzkich. Stosujac antysensowne nukleotydy
Doktorantka wyznaczyta 20-nukleotydowy region w mRNA MBNL1, istotny dla wigzania
sie biatka MBNL1. Poza sekwencjami konserwatywnymi region ten charakteryzuje si¢
kilkoma petlami wewnetrznymi i niska stabilnoscig termodynamiczng. Wyniki uzyskane
przez Doktorantke stanowig sktadowa pracy naukowej opublikowanej w Nucl. Acids Res. i
przyczynity sie do zrozumienia wptywu biatka MBNL1 na regulacje wtasnego transkryptu.
Bardzo waznym odkryciem jest pokazanie, jak poziom MBNL1 wptywa na wigczenie
eksonu 1 do jego wtasnego transkryptu, a w konsekwencji, jak takie alternatywne
sktadanie wptywa na jego wykorzystanie w procesie translacji, a potem w aktywnosci i
stabilnosci biatka. Publikacja ta zawiera bardzo duzo wartosciowych wynikow
zaprezentowanych na 8 ztozonych rycinach, 10 rycinach pomocniczych i 4 tabelach.
Brakuje mi w tej pracy albo w skrétowym opisie rozprawy doktorskiej dywagacji, dlaczego
np. w mozgu nie ma w ogole formy wykorzystujgcej miejsce transkrypcji T1.

W publikacji zatytutowanej: ,,Mechanistic determinants of MBNL activity” opublikowanej
réwniez w Nucl. Acids Res., w ktorej Doktorantka jest trzecig w kolejnosci autorka,
zbadano rdznice w aktywnosci sktadania transkryptéw przez paralogi MBNL (MBNL1, 2 i
3) oraz ich udziat w tworzeniu inkluzji jadrowych na powtérzeniach motywoéw
tréjnukleotydowych i czteronukleotydowych w RNA. Zbadano lokalizacje subkomérkowa
badanych biatek, lokalizacje miejsc wigzania tych biatek do transkryptéw, powinowactwo
do miejsc regulatorowych badanych transkryptéw oraz sprawdzono, czy alternatywnie
sktadane eksony kodujg sekwencje aminokwasowe. Analogicznie do pierwszej publikacji
Doktorantka wykonata analizy in vitro, w tym transkrypcje in vitro, znakowanie
transkryptow RNA oraz ich form zmutowanych, zbadata wigzanie paralogéw MBNL do
uzyskanych fragmentéw RNA oraz zastosowata antysensowne oligonukleotydy w celu
zahamowania wigzania biatek MBNL do matryc RNA i zbadata efekty tego zahamowania.
Ponadto, Doktorantka przygotowata wersje roboczg dwdch podrozdziatéw w Wynikach
publikacji oraz dwdch podrozdziatéw Materiatow i Metod. W ramach tej pracy wyniki
przedstawiono na 9 ztozonych rycinach oraz dodatkowo na 11 rycinach uzupetniajgcych,
dwdch tabelach uzupetniajacych i 4 filmach.

Zaréwno praca omawiana jako pierwsza oraz powyzsza publikacja stanowig spojng,
logiczng catosé. Publikacje s3 recenzowane przez specjalistéw i trudno doszukiwac sie
niedociggnie¢. Z pewnoscia nalezy podkresli¢ bardzo analityczne rozwigzanie problemu
badawczego, wage uzyskanych wynikdw oraz doktadnos¢ w ich prezentacji.

Pozostate dwie publikacje zwigzane sg z poszukiwaniem aktywnych zwigzkéw, ktére
mogg ograniczy¢ sekwestracje biatek MBNL do regionéw, w ktérych dochodzi do
patogennej ekspansji powtdrzer mikrosatelitarnych. Jako model wykorzystano
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komercyjnie dostepne linie komérkowe fibroblastow pochodzgce od pacjentéw z
dystrofig miotoniczng oraz od oséb zdrowych, a takze modele zwierzece.

W publikacji zatytutowanej: ,Oral administration of erythromycin decreases RNA
toxicity in myotonic dystrophy”, w ktérej Doktorantka jest drugim autorem na
réwnowaznej pozycji z pierwszym oraz przygotowanej we wspotpracy z grupg z
Uniwersytetu w Osace, celem byto zidentyfikowanie niskoczgsteczkowych zwigzkéw,
ktére hamujag wigzanie biatek MBNL do RNA z ekspansja powtérzen (CUG)n. Z
antybiotykéw zaakceptowanych na rynku farmaceutycznym i wykazujgcych
powinowactwo do rRNA przetestowano 20 zwigzkdw, celem identyfikacji najbardziej
efektywnego w obnizaniu skutkéw obecnosci w komarce toksycznych matryc RNA. W
wyzej wymienionej publikacji Doktorantka zbadata oddziatywanie biatka MBNL1 z
RNA(CUG)®® stosujac metode EMSA, wykonata pomiary wigzania antybiotykdw do RNA z
ekspansjg motywdéw powtdrzeniowych (wyniki zamieszczone na rycinie 1 A-C), wykonata
analize FISH, zeby oznaczy¢ ilo$¢ i wielko$¢ inkluzji jadrowych oraz zanalizowata wzér
alternatywnego sktadania w fibroblastach z ekspansjg (CUG)n traktowanych
erytromycynga. Wyniki tych eksperymentéw zostaty zamieszczone na rycinie 3A-C.
Zgodnie z oswiadczeniem, Doktorantka uczestniczyta réwniez w przygotowaniu
niektdrych czesci manuskryptu.

Stosujac metody biochemii fizycznej i biologii molekularnej Doktorantka wykazata, ze
erytromycyna i neomycyna, antybiotyki powszechnie stosowane w terapii
antybakteryjnej okazaly sie najbardziej efektywnymi zwigzkami w oddziatywaniu z
motywami (CUG)n oraz w zmniejszeniu ilosci tworzenia sie komplekséw MBNL1/(CUG)n.
Ze wzgledu na neurotoksyczne wiasciwosci neomycyny w dalszych badaniach stosowana
byta tylko erytromycyna.

W kwestiach merytorycznych, zastanowit mnie wynik przedstawiony na rycinie 1 A
publikacji, pokazujgcy wyniki EMSA. Metoda ta polega na opéznieniu migracji w zelu
kompleksu DNA lub RNA z biatkiem wzgledem czasteczek kontrolnych, bedacych tylko
fragmentami DNA czy RNA. Rycina 1A jest do$¢ nieczytelna i nie obserwuje sie wyraznego
opdznienia migracji tylko zwigkszenie intensywnosci prazka, odpowiadajacego wolnej
frakcji fragmentu RNA. W zwigzku z tym chciatabym, zeby Doktorantka ustosunkowata sie
do tego zagadnienia w czasie obrony pracy doktorskiej. Miedzy innymi, interesuje mnie,
czy byty wykonane testy wykorzystujace uzycie réznych ilosci matryc RNA z biatkiem
MBNL1. Oczywiscie bedzie to tylko teoretyczna dywagacjg, biorac pod uwage fakt, ze
praca jest opublikowana w recenzowanym periodyku zagranicznym.

Bardzo ciekawym osiggnieciem byto wykazanie, ze dwudniowe traktowanie erytromycyng
komérek modelowych DM1 skutkuje korektg alternatywnego sktadania, co oznacza, ze
dochodzi do uwolnienia biatek MBNL z komplekséw z patogennym RNA. Te badania
zostaty potwierdzone na modelu mysim przez innych wspétautoréw tej publikacji.

W pracy pt: ,Short antisense-locked nucleic acids (all-LNAs) correct alternative splicing
abnormalities in myotonic dystrophy” opisana zostata réwniez strategia terapeutyczna
ale oparta o zastosowanie chemicznie modyfikowanych antysensownych
oligonukleotydéw komplementarnych do powtérzer (CUG)n. Doktorantka jest w niej
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wéréd autoréw na drugiej pozycji i zgodnie z przedstawionym oswiadczeniem Jej wktad
do powyszszej publikacji obejmowat wykonanie transkrypcji in vitro, znakowanie RNA,
analize EMSA, badanie wigzania MBLN1 z RNA i oczyszczanie biatka rekombinowanego.
Doktorantka uczestniczyta rowniez w przygotowaniu roboczej wersji manuskryptu w
cze$ciach zwigzanych z opisem eksperymentdéw, w ktére byta bezposrednio
zaangazowana. W doswiadczeniach prowadzonych in vitro Doktorantka sprawdzata jakie
powinowactwo wykazuja modyfikowane antysensowne oligonukleotydy do fragmentéw
RNA stanowigcych 100 - krotne powtdrzenie CUG oraz jak takie oligonukleotydy wptywaja
na tworzenie komplekséw MBLN1/RNA(CUG)100. Badania dostarczyty bardzo ciekawych
obserwacji. Okazuje sie, ze dtugo$¢ oligonukleotydéw ma zasadnicze znaczenie w ich
powinowactwie do czasteczek RNA zawierajgcych motywy powtdrzeniowe. Ponadto,
parametr ten ma znaczenie w tworzeniu si¢ komplekséw biatka MBNL1 z RNA.
Najbardziej efektywne okazaty sie oligonukleotydy ztozone z 8 jednostek LNA (ang.
Locked Nucleic Acids). Wyniki przedstawione na Ryc. 1, S1i 510 sa catkowicie
przekonujace. Nalezy réwniez podkresli¢ fakt, ze te obserwacje zostaty potwierdzone
przez innych wspétautoréw pracy na modelach komérkowych i modelu zwierzecym.

Jednym z gtéwnych zadan Doktorantki byto wyznaczenie efektywnosci wigzania biatka
MBNL do czgsteczek RNA/powtdrzeri CUG. W tym celu wykorzystano technike
immobilizacji biatka na filtrach nitrocelulozowych. Stopien zwigzanych oligonukleotydow
znakowanych radioizotopowo wyznaczano monitorujgc ich obecno$¢ na wspomnianym
filtrze nitrocelulozowym - gdy tworzyty one kompleks z biatkami, oraz na filtrze
nylonowym — gdy pozostawaty one w stanie niezwigzanym. W dobrze wykonanym
eksperymencie informacje te umozliwiajg uzyskanie krzywej wigzania, ktéra w skali
pétlogarytmicznej ma postac sigmoidy o dobrze zdefiniowanych wartosciach minimalnej i
maksymalnej. W czeéci przypadkéw takie krzywe znalazty sie w recenzowanej pracy i nie
budzg zastrzezen, jednakze cze$¢ krzywych wigzania nie osigga wysycenia, co powoduje,
ze ich interpretacja obarczona jest duza niepewnoscig. W tych ostatnich przypadkach
nalezatoby zwiekszy¢ maksymalne stezenie immobilizowanego biatka, co doprowadzitoby
do uzyskania wysycenia i pozwolito na w petni wiarygodnj interpretacje wynikow. Co
staneto na przeszkodzie, aby eksperyment przeprowadzi¢ w ten sposob?

Podsumowanie

Rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Taylor dotyczy bardzo waznego aspektu z
zakresu biologii komérki, a mianowicie regulacji alternatywnego sktadania transkryptow
w komérkach bedacych w stanie fizjologicznym i patologicznym, wynikajacym z obecnosci
mutacji dynamicznych, roli biatka MBNL1 w tym procesie oraz poszukiwania inhibitoréw
tworzenia komplekséw tego biatka z motywami powtérzeniowymi w RNA . Doktorantka
szczegbtowo opisata swéj wktad w powstanie 4 bardzo waznych publikacji,
opublikowanych w renomowanych czasopismach migdzynarodowych. W trakcie badan
Doktorantka wykazata sie wiedza, sprawnoscig techniczng i precyzjg. Jej wyniki stanowity
bardzo wazny wstep do badan na modelach komérkowych i modelu zwierzecym. Zebrane
prace stanowig bardzo wazne osiagniecie naukowe wyjasniajgce mechanizmy
alternatywnego sktadania transkryptéw. Nalezy réwniez podkresli¢ fakt, ze uzyskane
wyniki majg réwniez bardzo wazne znaczenie ze wzgledu na potencjat terapeutyczny.
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Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca pani mgr Katarzyny Taylor pt.: , The
RNA/MBNL interactions: structural basis, potential inhibitors and functional
implications” spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do
Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Katarzyny Taylor do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z
uwagi na wysoka warto$é rozprawy, wnioskuje o jej wyréznienie stosowng nagroda.
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