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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Sztachery

Rozprawa Pani mgr Marty Sztachery miala na celu opracowanie metody izolacji
kompleks6w RNA-bialko orazsfr/orzenie protokolu umo2liwiaj4cego badanie interakcji
kolistych RNA z bialkami i miRNA w tkance zwierzEcej. Tematyka pracy wpisuje sig w
nurt nowoczesnych badari nad oddziatywaniami RNA-bialko oraz RNA-RNA i
przedstawia skuteczn4 pr6bg stworzenia narzqdzia przydatnego zar6wno w badaniach

podstawowych, jak i potencjalnie aplikacyjnych (np.: w kontekScie wspomnianych w
pracy chor6b neurodegeneracyjnych i neurorozwojowych).

Wstgp do pracy zostal napisany umiejgtnie. Przedstawia zarowno zagadnienia z zakresu

biologii RNA, w tym rolg bialek wi4l4cych RNA (RBP) w zdrowiu i chorobie oraz

funkcjg kolistych RNA; jak i metodykg badania interakcji RNA-biatko in vitro. Taki
spos6b prezentacji tematu wprowadza czytelnika w problematykg i logicznie uzasadnia

konieczno66 opracowania nowej metody umo2liwiaj4cej analizg funkcji RNA i RBP w
warunkach in vivo.

W czgSci teoretycznej Doktorantka omawia r62ne strategie stabilizacji oddziatyvvah

RNA-bialko, w tym sieciowanie promieniowaniem tIV o dtugo6ciach 254 i 365 t:urt,

wspominajEc o ich ograniczonej wydajno6ci. Zalecalabym uzupelnienie tej czg6ci o

konkretne dane na temat skutecznoSci crosslinkingu W, dyskusjg na temat

potencjalnych problem6w (e5li takie mog4 sig pojawii) wynikaj4cych z r62nic

fotoreaktywnoSci zasad i aminokwas6w (wspomniane w pracy), i wplyw typu
homogenatu wykorzystanego w pracy (proszkowany vs plynny) na skutecznoS6

sieciowania.

Tabela 2 we wstgpie, to bardzo dobry/przydatny przeglqd metod uzywanych do badania

interakcj i RNA-bialko z uiry ciem oli gonukleotyd6w antysensownych (A SO).

Slabszym elementem wstgpu s4 ryciny. Cho6 s4 one estetycznie bardzo dopracowane, to

w kontek(cie pracy doktorskiej czy innej rczprawy naukowej, powinny przede

wszystkim wspiera6 zrozumienie omawianych zagadnieh. W obecnej formie s4 one zbyt

uproszczone. Na przyklad Rycina 5, przedstawiajqca czqsteczkg circRNA- khtczowq z

punktu widzenia rozprary, moglaby by,t bardziej informacyjna, gdyby zawierala

oznaczenia 5'ss i 3'ss, oraz schematyczne przedstawienie proces6w backsplicingu i
retencji intronu. Podobne zastrzeilenia dotycz4 Ryciny 7, ilustruj4cej funkcje circRNA.

Ze wzglgdu na zlo2ono36 omawianych mechanizn6w (m.in. translacja zale2na od

IRES), ilustracja ta powinna zosla( rozbudowana i lepiej wspiera6 zrozumienie

prezentowanych tre6ci.

Metodykg opisano w spos6b bardzo szczeg6lowy, umozliwiaj4cy odtworzenie

zaprezentowanych eksperyment6w. W przypadku opisanej normalizacji miRNA,

zastosowano U6 i sno-202 jako geny referencyjne. S4 one czgsto uzywane do

normalizacji poziomu miRNA, ale niekoniecznie s4jedynym sposobem normalizowania

ekspresji miRNA. Jakie jest uzasadnienie ich wyboru w przypadku opisanych
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eksperyment6w? w przypadku przygotowywania kulek pokrytych streptawidynq,liczba
kom6rek byla szacowana na podstawie Blue Brain Atlas. Odniesienie do Blue Brain
Atlas wymaga doprecyzowania- czyli jaka liczba i jakich kom6rek (caly mozg) zostala
okreSlona/u2yta? Lizaty wstgpnie oczyszczano w celu usuwania endogennie
biotynylowanych biatek. Jakie bialka mogtyby by6 naturalnie biotynylowane? wymaga
to uSciSlenia.

Wyniki podzielono na kilka czgfici, przedstawiaj4ce optymalizacjg metody,
identyfikacjg RBP w r62nych modelach mysich oraz optymalizacjg pull-downu circRNA
z interaktorami bialkowymi i miRNA.

Jednym z osi4gnigt, tej pracy jest optymalizacja metody homogenizacji-
biopulweryzacja, kt6ra umolliwiazastosowanie opracowanej metody nie tylko do tkanki
m6zgowej, lecz takie do innych rodzaj6w tkanek. Drugim istotnym osi4gnigciem jest
opracowanie metody do specyficznego pull-downu kolistych RNA wraz z partenrami
bialkowymi i miRNA.

Uwagi szczeg6lowe:
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1 Na rycinie 2l w przypadku metody H zaobserwowano zwigkszonE iloSi biaika
AGO zar6wno w frakcji INT, jak i organicznej - czy molnato wyja6ni6?

Bialko PCBP - W tek6cie wspomniano o inkluzjach bialkowych z udzialem PCBP,
ale nie zaprezentowano zadnych danych, odniesiono sig do publikacji, w kt6rej
Doktorantka jest wsp6lautorem.

Brak detekcji bialka MBNLI w ekstraktachzmozgow myszy typu dzikiego (WT)
jest zaskakuj4cy, bior4c pod uwagg jego znan4 funkcjg w m6zgu. Dyskusja tego

wyniku powinna zostat rozszerzona. Czy to moze Swiadczy| o zrrviEkszonej

wydajnoSci metody dla j4drowej czqi;ci ekstraktu skoro zaobserwowano

zwigkszon4lokalizacjg MBNLI w j4drach kom6rkowych modelu Sii?
Wyniki dotycz1ce splicingu Mbnll s4 ciekawie zaprezentowane, ale pewne

aspekty wymagajq doprecyzowania. Na rycinie 33 pokazano ekspresjg izoform
Mbnllw modelu WT i modelu Shi, natomiast na rycinie 35 pokazano analizg

subkom6rkowej lokalizacji biatka MBNL1 w r62nych obszarach m6zgu. Dla
stworzenia bardziej pelnego obrazu, warto byloby uzupelnit rycing 33 o np.

wyniki Westem blot potwierdzajqce poziom bialka MBNL I w lizatachtozsamych
do tych u2ytych do analizy splicingu. Dodatkowo analizg ryciny 33 ulatwiloby
odwolanie sig do ryciny 32 ze starterami - np. numeracja par ekson6w na rycinie
32 i umieszczenietej numeracji na rycinie 33 (w opisie lub obok wykres6w/2elu).
Dalej, w kontek6cie analizy poziomu circMbnll w r6znych czgSciach m6zgu i
innych tkankach myszy WT i ,Sri, i hipotezy, 2e ta zwiqzana mohe by6 SciSle ze

splicingiem genu Mbnll, o w konsekwencji z lokalizacj4 biatka MBNLI,
nalezaloby uzupelni6 analizg przedstawion4 na Rycinie 34 i 35 o analizg splicingu
Mbnll mRNA w tych samych tkankach.

Por6wnanie metody XRNAX z eRIC i pCLAP wykazalo niewielkie pokrycie

zbior6w RBP. Rycina 36 przedstawia iloSciowe por6wnanie wynik6w tych trzech

r6znych metod. Czy Doktorantka moze podj46 pr6bg interpretacji tychr62nic: czy

np. 82 bialek wsp6lnych dla metod pCLAP i XRNAX s4 bialkami wiqiqcymi
stricte mRN A? Czy 67 bialek wykrytych wylqcznie metod4 XRNAX to bialka

specyficzne dla niekodujEcych RNA? Czy analiza GO terms lub posiadania IDR
ulatwia interpretacjg tych wynik6w?
Czy moina u6ci5li6, kt6re miejsca wiqzania RBP pokrywaj4 sig z eksonami

circHIPK3? Czy te RBP zostaly zidentyfikowane w tej pracy?
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Na rycinie 40 przedstawiono wyniki 3 powt6rzefr, ale brak jest slupk6w blgdu.
Dlaczego zastosowano hybrydyzacjg 3h z pojedynczq sond4, skoro dla sond

l0x20nt, czas l2h daje lepsz4 efektywno66? R62nice w efektywno6ci dla tych
samych warunk6w - kulki Cl + 12h,300 pm daj4ce 80% inputu na rycinie 40B vs

niisza efektyr;vnoS6 na rycinie 40C wymagajq komentarza.

Pokazano, 2e niekt6re sondy circRNA odzyskujq nie tylko dane circRNA, ale

r6wniez mRNA z tego samego genu. Moze to byt, rzeczywiScie efekt czgSciowej

komplementarnoSci do ekson6w mRNA, tak jak zasugerowala Doktorantka. Czy
mo2liwe jest, 2e nic jest to niespecyficzne tlo, a raczej rzeczywista interakcja
pomigdzy circRNA i ich mRNA macierzystym?

Czy do skutecznej eliminacji mRNA konieczne jest wcze6niejsze trawienie
RNAz4 R przed zastosowaniem oligo-dT? Czy oligo-dT samo w sobie nie
wystarcza?

Jakie sq zalety NanoString wzglgdem wysokoprzepustowego RNAseq lub small
RNAseq, do identyfikacji partner6w RNA wybranych circRNA?
Analiza LC-MSA4S po pull-downie Cdrlas, przedstawioa na Rycinie 47, nie
wykazala obecno3ci PCBPI, natomiast analiza wszystkich wykrytych i
wzbogaconych peptyd6w (Rycina 48) ujawnila obecnoSd tego bialka. Nie do

kofrca jasne jest zatem, w jaki spos6b przeprowadzono analizg na rycinie 47 - czy
nie jest r|wnie? oparte na identyfikacji peptyd6w? Czy na podstawie

zidentyfikowanych peptydiw rzeczywi6cie mo2liwe jest wskazanie miejsce

interakcji bialka z RNA?
W Dyskusji Doktorantka omawia zmiany w RBPomie migdzy myszami WT i,Slri,

zauwaiajqc, ze nie s4 spowodowane r62nica poziomu ekspresji wybranych RBP
pomigdzy tymi modelami. W jaki spos6b r62nice w ekspresji gen6w mogly
przyczynit, sig do tych obserwacji?

W pracy znaleziono 40 motyw6w wiqi1cy ch CELF2 do C dr I as - j ak wygl4dalaby
stechiometri a wiqzania z Cdr l qs? Czy stmktura CELF 2 (lub przewidywana przez

AlphaFold) sugeruje konkretny tryb wiqzania?
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Pozostale uwagi:

Nomenklatura: sugerujg precyzyjniejsze stosowanie termin6w w odniesieniu do

stgzen /molarnoSci bialek, kilkukrotnie uzyto terminu,,obfito66".

Zwroty potoczne np.: ,,masowa przebudowa" warto zast4pi6 bardziej
precyzyjnym opisem proces6w molekulamych.

Temperatura hybrydyzacjizostalaokreSlona,,empirycznie" - warto wskaza(,, jak

dokladnie ustalono tg warto56.

Ryciny z Zelami agarozowymi i poliakrylamidowymi: na niekt6rych rycinach
zauwazono brak opis6w marker6w.

Rycina 22 -brakuje przedstawienia inputu.

Podsumowujqc, rozprawa ma w du2ej mierze charakter ,,method development", a jej

silnym atutem jest aspekt edukacyjny: doktorantka miala moiliwoS6 doglgbnego

zapoznania sig z eksperymentalnymi metodami biologii molekulamej, wymagaj4cymi

precyzji i dbato6ci o szczegoly (m.in. optymalizacja warunk6w homogenizacji,
parametr6w temperaturowych, skladu bufor6w, warunk6w hybrydyzacji sond: stg2enie,

czas i temperatura). Przedstawiona metodyka oraz uzyskane wyniki otwieraj4 wiele

interesuj4cych kierunk6w badawczych, zar6wno w kontekScie zrozumienia funkcji
kolistych RNA, jak i mechanizm6w le24cych u podstaw chor6b m6zgu.
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Przedstawiona tttt recettzji rozpratua doktorska spelnia wanmki okrellone w (Jstav,ie z dnia 20
lipca20lSrokupraw'ooszkolnictwiewyzszyminauce(Dz.U.z20l8r.poz. l668zeznt.),L/stawie
; dnia -l lipca 2018 r. Przepisy r,vprowadzajqce ustawg - Prawo o szkolnicLwie v:-v-isqtm i nuuce
(Dz.Lr. z 201c9 r. po:. 1669 ze:m.) oraz w Sposobie postgpow-ania w sprawie nadania stopnia
doktora w Ins\;lucie Chemii Bioorganic:nej PAN w Poznanitt (uchwala Rady Naukowej ICHB
PAN nr 56/2023ilnteruet z dnia 29 marca 2023 r.) i wniaskujg do Rady Naukowej InsO-tutu
Chenii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Martl' 37yor1re4; do dalszych etopow
postgpotvanio o nadanie stopnia doktora.
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