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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Sztachery
“Charakterystyka biatek wigzqcych RNA oraz oddziatywan kolistych RNA z biatkami
w mozgu myszy”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Marty Sztachery zostata wykonana w Zaktadzie
Niekodujgcych RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk. Prace badawcze zostaty
przeprowadzone pod kierunkiem dr hab. Moniki Piweckiej.

Czasteczki RNA nalezg do jednych z kluczowych elementéw sSwiata ozywionego. Ich lokalizacja,
stabilnos¢ oraz funkcja w znaczgcym stopniu zalezg od odziatywania z biatkami. Biatka te tworzg grupe
funkcjonalng okreslong jako biatka wigzgce RNA, w skrécie RBP. Sie¢ interakcji miedzy réznymi klasami
RNA a biatkami RBP pozwala utrzymaé podstawowy poziom ekspresji informacji genetycznej oraz
dostosowywac¢ go do zmieniajgcych sie warunkéow wewnatrzkomorkowych, w organizmie oraz
w odpowiedzi na zmiany S$rodowiska zewnetrznego. Znaczenie oddziatywan RNA-RBP jest
dwukierunkowe, RBP regulujg dziatanie RNA, ale jednoczesnie opisano przypadki gdzie oddziatywanie
z RNA kontroluje funkcje danego biatka, np. poprzez rearanzacje strukturalng biatka, odstoniecie
sekwencji sygnatowych w biatku i zmiane jego lokalizacji wewngtrzkomaorkowej.

W ujeciu klasycznym identyfikacja biatek wigzgcych RNA opiera sie gtdwnie na analizie sekwencji
aminokwasowe] biatka, identyfikacji obecnosci domen wigzgcych RNA oraz ukierunkowanych
badaniach biochemicznych weryfikujgcych zdolnos¢ danego biatka do wigzania RNA. W ostatniej
dekadzie nastgpit znaczacy rozwdj metod globalnej identyfikacji biatek wigzgcych RNA. W metodach
tych odziatywanie biatko-RNA jest utrwalane, a nastepnie takie kompleksy sg oczyszczane i biatka
zwigzane do RNA s3 identyfikowane za pomoca spektrometrii mas. Zastosowanie tych metody
doprowadzito do znaczgcego rozszerzenia repertuaru biatek klasyfikowanych obecnie jako biatka
wigzgce RNA. Wiele z tych badan byto wykonanych z uzyciem hodowli komérek ssaczych w warunkach
in vitro. Taki model badawczy moze dostarczy¢ wielu cennych informacji. Niemniej, wiadomo, ze
przebieg niektérych proceséw biologicznych nie jest dobrze reprezentowany w komadrkach ssaczych
hodowanych in vitro, zwtaszcza gdy dotyczy to procesdw specyficznych tkankowo. Wzbogacenie
danych dotyczacych interakcji biatko—RNA uzyskanych w warunkach in vitro o wyniki badan z uzyciem
modeli zwierzecych stanowi istotny krok poznawczy. Dotychczas tego typu analizy byty
przeprowadzone w niewielkim stopniu, zwtaszcza w tak wymagajgcym organie jak mdzg. Te luke
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W naszej wiedzy postanowita wypetni¢ mgr inz. Marta Sztachera podejmujac sie trudu opracowania
metody analizy biatek wigzgcych RNA w mdézgu myszy.

Opisana powyzej strategia badawcza pozwala na globalng identyfikacje biatek wigzgcych RNA.
Jednakze, bardzo czesto dla zrozumienia roli i biologii danego RNA, w szczegdlnosci niekodujgcego
RNA, wazna jest identyfikacja biatek oddziatujgcych z danym RNA. Dotychczas tego typu badania
w wiekszosci byty przeprowadzone dla trzech gtéwnych klas RNA - mRNA, rRNA i tRNA. Znacznie mniej
wiadomo o biatkach wigzacych kolisty RNA (circRNA). Warto zwrdci¢ uwage, ze dopiero badania
ostatnich lat i rozwéj technik sekwencjonowania RNA pozwolity na identyfikacje i zrozumienie
powszechnosci wystepowania czgsteczek kolistego RNA w komdrkach ssakéw, w tym cztowieka. Mgr
Marta Sztachera podjeta sie rowniez opracowania metody identyfikacji biatek wigzacych okreslony
kolisty RNA w tkance mdzgowej myszy. Zadanie to byto o tyle trudne, ze nalezato opracowa¢ metode,
ktéra pozwalataby identyfikowac biatka wigzace kolisty RNA, ale nie jego liniowy odpowiednik
powstajacy w wyniku transkrypcji tego samego locus genomowego.

Identyfikacja biatek RBP i poznanie ich odziatywania z czasteczkami réznych klas RNA, w tym kolistego
RNA, jest kluczowym obszarem biologii RNA, niezbednym do zrozumienia kluczowych proceséw
zwigzanych z ekspresjg informacji genetycznej. Tematyke badan podjetych przez mgr inz. Marte
Sztachere uwazam za bardzo interesujgcg i wazng poznawczo. Warto podkresdli¢, ze postawione cele
badawcze i wykorzystane modele badawcze sg ambitne i reprezentujg miedzynarodowy poziom badan
naukowych. Oba gtéwne cele badan zostaty osiggniete, a opracowane metody i uzyskane wyniki
stanowig cenne Zrédto wiedzy, w tym dla badan naukowych przeprowadzonych w przysztosci.

Pierwszym etapem prac badawczych przeprowadzonych przez Doktorantke byto opracowanie metody
nazwanej przez Autorke XRNAX stuzgcej do globalnej identyfikacji biatek RBP w modzgu myszy.
Doktorantka przeprowadzita szereg eksperymentow optymalizujgcych, w ktérych stwierdzita istotng
réznice w utrzymaniu integralnosci RNA w zaleznosci od sposobu homogenizacji tkanki. Autorka
przetestowata dwie metody — proszkowanie zamrozonego materiatu oraz dezintegracje materiatu
za pomocg homogenizatora. Okazato sie, ze metoda proszkowania pozwala zachowac integralnos¢
RNA co pozwala przypuszczaé, ze jest to metoda, ktéra umozliwia zachowanie fizjologicznie istotnych
interakcji. Co wiecej Autorka wykazata, ze sposdb homogenizacji tkanki wptywa na profil
identyfikowanych interakcji RNA-biatko. Stosujgc obie metody Autorka zidentyfikowata okoto 700-800
biatek jako potencjalne biatka RBP, z czego 109 (proszkowanie) i 81 (homogenizator) zostaty
zaklasyfikowane jako znaczgco wzbogacone. Okoto 30% z puli biatek wzbogaconych byto wspdlnych
dla obu metod.

Po ustaleniu optymalnych warunkéw metody Autorka zweryfikowata jej przydatnos¢ do badan
funkcjonalnych. W tym celu poréwnata profil biatek RBP z mdzgu myszy zdrowej z profilem RBP
z mdzgu myszy szczepu shiverer, stanowigcym model wrodzonego deficytu mieliny. W wyniku
przeprowadzonych badan Doktorantka stwierdzita w mdzgu myszy shiverer wzmocniony poziom
oddziatywania z RNA biatka MBNL1 (Muscleblind-like 1), o ktérym wiadomo, ze uczestniczy w regulacji
alternatywnego sktadania pre-mRNA. Na tej podstawie Autorka postawita hipoteze, ze w mdzgu myszy
z wrodzonym niedoborem mieliny dochodzi do zaburzenia alternatywnego skfadania pre-mRNA,
co potwierdzita eksperymentalnie dla niektdrych ze zbadanych gendw.

Na podstawie kolejnych eksperymentdw mgr inz. Marta Sztachera zaproponowata molekularny
mechanizm wzmocnionego oddziatywania MBNL1 z RNA w mdzgu myszy shiverer. Po pierwsze Autorka
wykazata, ze ekspresja locus Mbnl1 prowadzi do powstawania nie tylko mRNA, ale takze kolistego RNA.
W kolejnym etapie badan wykazata zmiany w poziomie circMbnl1 w mdzgu myszy shiverer i uzyskata
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wyniki, ktére wskazujg, ze zmieniony poziom circMbnl1 moze prowadzi¢ do zmienionego profilu
sktadania pre-mRNA Mbnl1, co w konsekwencji prowadzi do zwiekszonej produkcji biatka MBNL1
zlokalizowanego w jadrze komdrkowym. Ten ostatni efekt zostat potwierdzony przez Doktorantke
eksperymentalnie za pomocg barwienia immunofluorescencyjnego i analizy z uzyciem mikroskopii
fluorescencyjnej. W konsekwencji, zwiekszona pula biatka MBNL1 zlokalizowana w jadrze
komérkowym moze prowadzi¢ do zmian w alternatywnym skfadaniu pre-mRNA, co réwniez zostato
zaobserwowane przez Doktorantke.

W drugiej czesci badan mgr inz. Marta Sztachera podjeta sie opracowania metody identyfikacji biatek
oddziatujacych z wybranym kolistym RNA. Jako gtéwny model eksperymentalny Autorka wybrata
circRNA Cdrlas. W celu dobrania odpowiednich warunkéw metody Autorka przetestowata: (a) rézna
liczbe sond dla danego circRNA, (b) ztoze stosowane do analizy typu pull-down, (c) temperature
hybrydyzacji oraz (d) r6zng ilo$¢ stosowanych sond. Doktorantka wykazata, ze opracowana przez nig
metoda pozwala na specyficzng izolacje badanego circRNA, przy czym nie dla kazdego z testowanych
circRNA metoda byta w petni skuteczna. W kolejnym etapie potwierdzita, ze z wyizolowanym Cdrlas
oddziatuje biatko AGO2, o ktérym z wczesniejszych prac wiadomo byto, ze oddziatuje z Cdrias.
Ostatecznie na podstawie przeprowadzonych izolacji circRNA Cdrasl pofaczonych z analizg
proteomiczng Autorka zaproponowata kilka biatek, w tym biatko PCBP1, jako potencjalne biatka
wigzace sie do badanego circRNA. W nastepnym etapie Doktorantka wykazata na przykfadzie
circDtnb(5,6,7,8), ze opracowana przez Nig metoda moze by¢ wykorzystana do identyfikacji miRNA
oddziatujacych z badanym circRNA.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w postaci monografii, w jezyku polskim,
z zastosowaniem klasycznego podziatu tekstu na: wstep, cel pracy, materialty i metody, wyniki,
dyskusje, wnioski oraz spis literatury. Wstep zostat poprzedzony streszczeniem napisanym
w jezyku polskim oraz angielskim. Przedstawiona do recenzji praca zawiera bogate pisSmiennictwo.
Autorka gtéwnie wykorzystuje literature z ostatnich lat, co podkresla fakt, ze tematyka badan, ktéra
podjeta jest nowa. Doktorantka dofozyta staran aby starannie przygotowac rozprawe pod wzgledem
edycyjnym. W pracy zauwazytem nieliczne btedy/pomytki edycyjne. Te nieliczne btedy nie majg
wptywu na moja bardzo wysoka ocene przygotowania rozprawy. Prace czyta sie z przyjemnoscia
i zainteresowaniem. Uwazam, ze Kandydatka opanowata umiejetnos¢ przygotowywania tekstow
naukowych w stopniu wyrézniajgcym.

Rozdziat,,Wstep” stanowi bardzo dobre wprowadzenie do tematyki badan. Kandydatka przygotowujgc
te czes¢ rozprawy wykazata sie znajomoscia literatury dotyczacej tematyki badan. Autorka bardzo
dobrze dobrata poziom szczegdtowosci przedstawianych informacji.

W rozdziale ,Materiaty i metody” w doktadny sposdb opisane zostaty stosowane metody oraz
materiaty badawcze. Informacje zawarte w tym rozdziale umozliwiajg analize przeprowadzonych
eksperymentédw, a w przysztosci ich powtdrzenie przez niezaleznych badaczy. Zamieszczone
w rozprawie liczne schematy procedur i zdjecia poszczegdlnych etapdéw utatwiajg zrozumienie
stosowanych metod. Chciatbym podkresli¢, ze bardzo wysoko oceniam zakres zastosowanych przez
Doktorantke metod badawczych. Autorka swobodnie postuguje sie réznymi metodami biologii
molekularnej, potrafi twdrczo i konsekwentnie rozwigzywaé problemy badawcze/techniczne
co swiadczy o opanowaniu warsztatu badawczego na wysokim poziomie.

W rozdziale ,,Wyniki” Autorka zaprezentowata wyniki przeprowadzonych badan w sposéb utatwiajacy
ich analize oraz zasadno$¢ wykonania poszczegdlnych eksperymentéw. Autorka bardzo dobrze
uzasadnia poszczegodlne etapy swoich badan. Doktorantka w dojrzaty i ciekawy sposéb interpretuje
rezultaty swojej pracy naukowej w rozdziale ,Dyskusja”. Wyniki uzyskane w ramach rozprawy

Strona3z5



Roman Szczesny - recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz.Marty Sztachery

sg omawiane i analizowane na tle danych literaturowych. Jednoczesnie Autorka wykazata sie
umiejetnoscia krytycznej oceny wynikow swojej pracy opisujgc dostrzegane ograniczenia wykonanych
przez siebie eksperymentdéw i analiz. Dowodzi to, ze mgr inz. Marta Sztachera jest uksztattowanym
i Swiadomym naukowcem zdolnym do samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Gtéwne wyniki uzyskane przez Autorke zostaty opisane powyzej. W tym miejscu chciatbym poprosic¢
Autorke o komentarz do nastepujgcych zagadnien:

= |le z biatek RBP zidentyfikowanych za pomocg XRNAX to biatka mitochondrialne? Wiadomo,
ze niektére z mitochondrialnych RBP sg utrzymywane w komodrce na wysokim poziomie,
podobnie mitochondrialny RNA stanowi znaczacg cze$¢ transkryptomu. Z tego powodu
spodziewatbym sie identyfikacji tych biatek w globalnej analizie XRNAX. Na wykresach wsréd
podpisanych biatek dostrzegtem pojedyncze biatka mitochondrialne. Czy w trakcie analizy
danych ze spektometrii mas biatka mitochondrialne byly odrzucane ze wzgledu
na niespetnienie jednego z przyjetych kryteridw? Czy istnieje mozliwosé, ze metoda XRNAX
preferencyjnie identyfikuje niemitochondrialne RBP?

= Dlaczego do analizy XRNAX potrzeba az tak duzo materiatu poczgtkowego/wyjsciowego? Ktory
z etapoéw metody nalezy postrzegac jako etap najbardziej wymagajacy i skutkujgcy tym,
Ze wymagana jest tak duza ilos¢ materiatu poczatkowego?

= Czy ekspresja genomdéw mitochondrialnych i chloroplastowych prowadzi do powstawania
kolistego RNA?

= W dyskusji Autorka zwraca uwage na stosunkowo niewielki zbiér biatek RBP zidentyfikowanych
przez wszystkie trzy analizowane metody: XRNAX, pCLAP i eRIC. Autorka sugeruje, ze réznice
wynikajg prawdopodobnie z réznic w przygotowaniu tkanki przed sieciowaniem UV oraz
strategii izolacji komplekséw RNA-biatko. Czy istnieje mozliwos¢, ze réznice powstajg na etapie
analizy za pomocg spektrometrii mas?

= Jaka jest powtarzalno$¢ wynikédw uzyskanych w pull-down Cdrlas, ktéry przeprowadzono
w czterech powtdrzeniach? Jakie jest pokrycie zbiorow biatek zidentyfikowanych
w poszczegoélnych powtdrzeniach dla analizy przeprowadzonej z wykorzystaniem myszy typu
dzikiego?

= Jak wyznaczono podprogowq wartos¢ intensywnosci peptydéw (rozdz. 3.24.10)?

= Czy zweryfikowano poziom biatka MBNL1 za pomocg western blot w ekstraktach biatkowych
z mdzgu myszy dzikich i shiverer (podobnie jak przedstawiono na Ryc. 29C)?

= Na Ryc. 24C i 25C przedstawiono liczby biatek z kanonicznymi RBD zidentyfikowanymi
w eksperymencie wykorzystujgcym metode XRNAX. Jaka jest liczba biatek z wymienionymi
kanonicznymi RBD, ktére wykrywane sg w mézgu myszy? Czy metoda XRNAX ma preferencje
w stosunku do ktérejs z analizowanych domen RBD?

Osiggniecia Doktorantki w upowszechnianiu wynikdw swoich badan oceniam bardzo wysoko.
Doktorantka jest pierwszg autorkg pracy eksperymentalnej opisujgcej czesé¢ wynikow wchodzgcych
w sktad rozprawy doktorskiej. Praca ta zostata opublikowana w bardzo dobrym, rozpoznawanym
czasopiSmie Cell Reports. Doktorantka jest rowniez rownorzedng pierwszg autorky artykutu
przeglagdowego. Ponadto, wyniki swoich badan prezentowata podczas konferencji naukowych
w formie prezentacji ustnych i plakatow. Dorobek publikacyjny mgr inz. Marty Sztachery z pewnoscig
zostanie jeszcze rozszerzony o artykuty naukowe opisujgce wyniki badan przedstawione w rozprawie.
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Podsumowujac, rozprawe doktorskg mgr inz. Marty Sztachery oceniam pozytywnie i bardzo wysoko.
Podkresli¢ nalezy jednoznacznie sprecyzowane cele badawcze, umiejetnos¢ rozwigzywania
probleméw badawczych, odkrycie potencjalnego zwigzku miedzy kolistym RNA powstajgcym z genu
Mbnl1, a lokalizacja wewnatrzkomdrkowa biatka MBNL1 oraz zaproponowanie roli zmian w skfadaniu
RNA jako jednej z przyczyn zaburzen formowania mieliny. Szczegdlnie doceniam wysitek Autorki
w opracowaniu metod badawczych. Praca mgr inz. Marty Sztachery stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Stwierdzam, ze 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.)
oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca
2025r.).

Whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie
mgr inz. Marty Sztachery do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
Ze wzgledu na opracowanie metod badawczych o wysokim potencjale poznawczym, szereg nowych
obserwacji, bardzo dobre przygotowanie rozprawy i jej wartos¢ merytoryczng wnioskuje o
wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.

Roma SZV”-’H‘”‘]

dr hab. Roman Szczesny
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