Dr hab. Magdalena Maston
Matopolskie Centrum Biotechnologii

Magdalena.maslon(@uj.edu.pl

4 sierpnia 2025r
Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Sztachery

Rozprawa Pani mgr Marty Sztachery miata na celu opracowanie metody izolacji
kompleksow RNA-biatko oraz stworzenie protokotu umozliwiajacego badanie interakcji
kolistych RNA z biatkami i miRNA w tkance zwierzecej. Tematyka pracy wpisuje si¢ w
nurt nowoczesnych badan nad oddziatywaniami RNA-biatko oraz RNA-RNA i
przedstawia skuteczng probe stworzenia narzgdzia przydatnego zaréwno w badaniach
podstawowych, jak i potencjalnie aplikacyjnych (np.: w kontekscie wspomnianych w
pracy chor6b neurodegeneracyjnych i neurorozwojowych).

Wstep do pracy zostat napisany umiejetnie. Przedstawia zaréwno zagadnienia z zakresu
biologii RNA, w tym role biatek wigzacych RNA (RBP) w zdrowiu i chorobie oraz
funkcje kolistych RNA; jak i metodyke badania interakcji RNA-biatko in vitro. Taki
sposob prezentacji tematu wprowadza czytelnika w problematyke i logicznie uzasadnia
konieczno$¢ opracowania nowej metody umozliwiajacej analiz¢ funkcji RNA i RBP w
warunkach in vivo.

W czesci teoretycznej Doktorantka omawia rozne strategie stabilizacji oddzialywan
RNA-biatko, w tym sieciowanie promieniowaniem UV o dlugosciach 254 i 365 nm,
wspominajgc o ich ograniczonej wydajnosci. Zalecalabym uzupehienie tej czgsci o
konkretne dane na temat skutecznoéci crosslinkingu UV, dyskusje na temat
potencjalnych probleméw (jesli takie moga si¢ pojawi¢) wynikajacych z rdznic
fotoreaktywno$ci zasad i aminokwaséw (wspomniane w pracy), i wplyw typu
homogenatu wykorzystanego w pracy (proszkowany vs ptynny) na skutecznosé
sicciowania.

Tabela 2 we wstepic, to bardzo dobry/przydatny przeglad metod uzywanych do badania
interakcji RNA-biatko z uzyciem oligonukleotyddéw antysensownych (ASO).

Stabszym elementem wstgpu sa ryciny. Cho¢ sg one estetycznie bardzo dopracowane, to
w kontekscie pracy doktorskiej czy innej rozprawy naukowej, powinny przede
wszystkim wspierac¢ zrozumienie omawianych zagadnien. W obecnej formie sg one zbyt
uproszczone. Na przyktad Rycina 5, przedstawiajaca czasteczke circRNA- kluczowa z
punktu widzenia rozprawy, moglaby by¢ bardziej informacyjna, gdyby zawierata
oznaczenia 5’ss i 3’ss, oraz schematyczne przedstawienie proceséw backsplicingu i
retencji intronu. Podobne zastrzezenia dotycza Ryciny 7, ilustrujacej funkcje circRNA.
Ze wzgledu na zlozonos¢ omawianych mechanizméw (m.in. translacja zalezna od
IRES), ilustracja ta powinna zosta¢ rozbudowana i lepiej wspiera¢ zrozumienie
prezentowanych treéci.

Metodyke opisano w sposdb bardzo szczegdlowy, umozliwiajacy odtworzenie
zaprezentowanych eksperymentow. W przypadku opisanej normalizacji miRNA,
zastosowano U6 i sno-202 jako geny referencyjne. Sa one czesto uzywane do
normalizacji poziomu miRNA, ale niekoniecznie s3 jedynym sposobem normalizowania
ekspresji miRNA. Jakie jest uzasadnienie ich wyboru w przypadku opisanych
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cksperymentéw? W przypadku przygotowywania kulek pokrytych streptawidyng, liczba
komorek byta szacowana na podstawie Blue Brain Atlas. Odniesienie do Blue Brain
Atlas wymaga doprecyzowania- czyli jaka liczba i jakich komorek (caty mozg) zostata
okreslona/uzyta? Lizaty wstgpnie oczyszczano w celu usuwania endogennie
biotynylowanych biatek. Jakie biatka mogtyby by¢ naturalnie biotynylowane? Wymaga
to uscislenia.

Wyniki podzielono na kilka czgsci, przedstawiajace optymalizacj¢ metody,
identyfikacj¢ RBP w réznych modelach mysich oraz optymalizacje pull-downu circRNA
z interaktorami biatkowymi i miRNA.

Jednym =z osiggnie¢ tej pracy jest optymalizacja metody homogenizacji-
biopulweryzacja, ktéra umozliwia zastosowanie opracowanej metody nie tylko do tkanki
mozgowej, lecz takze do innych rodzajow tkanek. Drugim istotnym osiggnieciem jest
opracowanie metody do specyficznego pull-downu kolistych RNA wraz z partenrami
biatkowymi i miRNA.

Uwagi szczegotowe:

L. Na rycinie 21 w przypadku metody H zaobserwowano zwiekszong ilo$¢ biatka
AGO zaréwno w frakcji INT, jak i organicznej - czy mozna to wyjasni¢?

2 Biatko PCBP - W tek$cie wspomniano o inkluzjach biatkowych z udziatem PCBP,
ale nie zaprezentowano zadnych danych, odniesiono si¢ do publikacji, w ktorej
Doktorantka jest wspotautorem.

3. Brak detekcji biatka MBNL1 w ekstraktach z mozgdéw myszy typu dzikiego (WT)
Jest zaskakujacy, biorgc pod uwage jego znang funkcje w mézgu. Dyskusja tego
wyniku powinna zosta¢ rozszerzona. Czy to moze $wiadeczyé o zwigkszonej
wydajnosci metody dla jadrowej cze$ci ekstraktu skoro zaobserwowano
zwigkszona lokalizacje MBNL1 w jadrach komoérkowych modelu Shi?

4. Wyniki dotyczace splicingu Mbnll sa ciekawie zaprezentowane, ale pewne
aspekty wymagaja doprecyzowania. Na rycinie 33 pokazano ekspresje izoform
Mbnllw modelu WT i modelu Shi, natomiast na rycinie 35 pokazano analiz¢
subkomoérkowej lokalizacji biatka MBNL1 w r6znych obszarach mézgu. Dla
stworzenia bardziej pelnego obrazu, warto byloby uzupetié rycine 33 o np.
wyniki Western blot potwierdzajace poziom biatka MBNL1 w lizatach tozsamych
do tych uzytych do analizy splicingu. Dodatkowo analizg ryciny 33 ulatwitoby
odwotanie si¢ do ryciny 32 ze starterami — np. numeracja par eksondéw na rycinie
32 i umieszczenie tej numeracji na rycinie 33 (w opisie lub obok wykresow/zelu).
Dalej, w kontek$cie analizy poziomu circMbnll w réznych cze$ciach mozgu i
innych tkankach myszy WT i Ski, i hipotezy, ze ta zwigzana moze by¢ $cisle ze
splicingiem genu Mbnll, a w konsekwencji z lokalizacjag biatka MBNLI,
nalezatoby uzupehic¢ analiz¢ przedstawiona na Rycinie 34 i 35 o analizg splicingu
Mbnll mRNA w tych samych tkankach.

5. Porownanie metody XRNAX z eRIC i pCLAP wykazato niewielkie pokrycie
zbioréw RBP. Rycina 36 przedstawia iloSciowe poréwnanie wynikow tych trzech
r6znych metod. Czy Doktorantka moze podja¢ probe interpretacji tych roznic: czy
np. 82 biatek wspdlnych dla metod pCLAP i XRNAX sa biatkami wigzacymi
stricte mRNA? Czy 67 biatek wykrytych wylacznie metoda XRNAX to biatka
specyficzne dla niekodujacych RNA? Czy analiza GO terms lub posiadania IDR
ulatwia interpretacje tych wynikow?

6. Czy mozna uscisli¢, ktore miejsca wigzania RBP pokrywaja si¢ z eksonami
circHIPK3? Czy te RBP zostaty zidentyfikowane w tej pracy?
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10.

11.

12.

13.

Na rycinic 40 przedstawiono wyniki 3 powtdrzefi, ale brak jest stupkow bigdu.
Dlaczego zastosowano hybrydyzacje 3h z pojedyncza sondg, skoro dla sond
10x20nt, czas 12h daje lepsza efektywnos¢? Roznice w efektywnosci dla tych
samych warunkow - kulki C1 + 12h, 300 pm dajgce 80% inputu na rycinie 40B vs
nizsza efektywnos¢ na rycinie 40C wymagaja komentarza.

Pokazano, ze niektore sondy circRNA odzyskujg nie tylko dane circRNA, ale
rowniez mRNA z tego samego genu. Moze to by¢ rzeczywiscie efekt czeSciowej
komplementarnosci do eksonéw mRNA, tak jak zasugerowata Doktorantka. Czy
mozliwe jest, ze nic jest to niespecyficzne tlo, a raczej rzeczywista interakcja
pomi¢dzy circRNA i ich mRNA macierzystym?

Czy do skutecznej eliminacji mRNA konieczne jest wczedniejsze trawienie
RNAza R przed zastosowaniem oligo-dT? Czy oligo-dT samo w sobie nie
wystarcza?

Jakie sg zalety NanoString wzgledem wysokoprzepustowego RNAseq lub small
RNAseq, do identyfikacji partnerow RNA wybranych circRNA?

Analiza LC-MS/MS po pull-downie Cdrlas, przedstawioa na Rycinie 47, nie
wykazala obecnosci PCBPI, natomiast analiza wszystkich wykrytych i
wzbogaconych peptydow (Rycina 48) ujawnila obecno$é¢ tego biatka. Nie do
konca jasne jest zatem, w jaki sposOb przeprowadzono analiz¢ na rycinie 47- czy
nie jest rowniez oparte na identyfikacji peptydow? Czy na podstawie
zidentyfikowanych peptydéw rzeczywiscie mozliwe jest wskazanie miejsce
interakcji biatka z RNA?

W Dyskusji Doktorantka omawia zmiany w RBPomie miedzy myszami WT i Shi,
zauwazajac, ze nie sa spowodowane roznica poziomu ekspresji wybranych RBP
pomi¢dzy tymi modelami. W jaki sposoéb réznice w ckspresji genow mogly
przyczynié si¢ do tych obserwacji?

W pracy znaleziono 40 motywow wiazacych CELF2 do Cdrlas - jak wygladataby
stechiometria wigzania z Cdrlas? Czy struktura CELF2 (lub przewidywana przez
AlphaFold) sugeruje konkretny tryb wigzania?

Pozostale uwagi:

Nomenklatura: sugeruje precyzyjniejsze stosowanie terminéw w odniesieniu do
stezen/molarnosci biatek, kilkukrotnie uzyto terminu ,,0bfito$¢”.

Zwroty potoczne np.: ,,masowa przebudowa” warto zastapi¢ bardziej
precyzyjnym opisem proceséw molekularnych.

Temperatura hybrydyzacji zostata okre$lona ,,empirycznie” - warto wskaza¢, jak
doktadnie ustalono t¢ wartosc.

Ryciny z zelami agarozowymi i poliakrylamidowymi: na niektérych rycinach
zauwazono brak opisow markerdw.

Rycina 22 - brakuje przedstawienia inputu.

Podsumowujac, rozprawa ma w duzej mierze charakter ,,method development”, a jej
silnym atutem jest aspekt edukacyjny: doktorantka miata mozliwos¢ doglebnego
zapoznania sie z eksperymentalnymi metodami biologii molekularnej, wymagajacymi
precyzji i dbato$ci o szczegély (m.in. optymalizacja warunkéw homogenizacji,
parametréw temperaturowych, sktadu buforéw, warunkow hybrydyzacji sond: st¢zenie,
czas i temperatura). Przedstawiona metodyka oraz uzyskane wyniki otwieraja wiele
interesujacych kierunkéw badawczych, zarobwno w kontekscie zrozumienia funkcji
kolistych RNA, jak i mechanizmoéw lezacych u podstaw choréb mézgu.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia 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.), Ustawie
zdnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolniciwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia
doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB
PAN nr 56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Marty Sztachery do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Joto o

JAGIELLONIAN
UNIWERSITY
IN KRAKOW

MALOPOLSKA
CENTRE
OF BIOTECHNOLOG

Address:
Gronostajowa 7a st
30-387 Krakéw



