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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Sztachery
zatytulowanej

""Charakterystyka bialek wigzacych RNA oraz oddzialywan kolistych RNA z
bialkami w mézgu myszy"'

Praca doktorska Pana mgr Marty Sztachery zostatla wykonana pod opiekg prof. Moniki
Piweckiej w Zaktadzie Niekodujacych RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu. Tematyka pracy doktorskiej dotyczy funkcji czasteczek
RNA oraz oddziatujacych z nimi biatek w osrodkowym uktadzie nerwowym cztowieka,
czyli zagadnien, ktore stanowig dominujacg lini¢ badawczg zespotu promotorki pracy.
Glownym celem pracy jest optymalizacja metod stuzacych do wykrywania oddziatywan
pomigdzy czasteczkami RNA a biatkami w celu uzyskania narzedzi do badania tych

oddziatywan w tkance nerwowej, szczegdlnie w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Wprowadzenie literaturowe zapoznaje czytelnika z najwazniejszymi wiasciwosciami
bialek wiazacych RNA oraz ze stanem wiedzy na temat kolistych RNA, szczeg6lnie w
kontekscie ich wystepowania w uktadzie nerwowym. Informacje te sg niezbedne dla
zrozumienia tematyki biologicznej rozprawy a Doktorantka przedstawita je w jasny i
logiczny sposob. Kolejng czgscig wstgpu literaturowego jest wyjasnienie zasad metod
badawczych stuzacych do identyfikacji oddziatywan pomiedzy czasteczkami RNA a
biatkami, ktére pozwalaja na globalne profilowanie oddziatywan. Opis ten stanowi
szeroki przekr6j dotychczas stosowanych metod, z podkresleniem ich mozliwos$ci oraz
ograniczen i przez to kresli niezbedne tlo dla wyjasnienia wyboru metod dla celow
badawczych podjetych w rozprawie oraz znaczenia udoskonalen wprowadzonych do nich
przez Doktorantke. Ta czgs¢ wprowadzenia jest trudniej czytelna, gldwnie ze wzgledu na
duza liczbg stosowanych skrotowcdéw opisujacych liczne, uzywane dotad metody.

Ogolnie wprowadzenie literaturowe jest bardzo pomocnym wprowadzeniem do tematyki
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pracy, a takze dobrym wytlumaczeniem metod, ktére byly optymalizowane i nastepnie

stosowane w niniejszej rozprawie.

Badania objg¢te rozprawa koncentrowaly sie¢ wokot dwéch gtownych problemow.
Pierwszym bylo zaadaptowanie istniejacej metody, uzywanej poprzednio do analiz
proteomu RNA w liniach komdrkowych, do analizy oddziatywan RNA-biatko w mézgu
myszy i sprawdzenie funkcjonalnosci zoptymalizowanej metody. Drugim natomiast byto
udoskonalenie metody identyfikacji kolistych RNA oraz ich oddziatywan z bialkami oraz
z innymi RNA. W ramach pierwszego celu Doktorantka zoptymalizowata metode
XRNAX oparta o ekstrakcje RNA fotozszytego z biatkami, gléwnie pod wzgledem
warunkéw homogenizacji i sieciowania $wiattem UV. Nastepnie zastosowata t¢ metode
do poréwnania oddziatywan RNA-biatko w mézgach myszy zdrowych oraz myszy z
defektem mielinizacji. Sposréd zidentyfikowanych biatek o innym profilu wigzania do
RNA w moézgach myszy zdrowych i chorych Doktorantka m. in. zbadata rol¢ biatka
MBNLI1 w regulacji alternatywnego splicingu, a takze znaczenie wystepowania izoform
liniowych i kolistych mRNA tego biatka dla jego lokalizacji subkomérkowej. Ciekawe
wnioski wynikaly takze z poréwnania zestawu biatek zidentyfikowanych jako wigzace
RNA w tkance mozgowej przez Doktorantke z zestawami zidentyfikowanymi uprzednio
za pomocg innych metod. Poréwnanie to wykazato male nakltadanie si¢ uzyskanych
wynikow, co potwierdza potrzebe badan majacych na celu opracowanie nowych metod

analizy interaktoméw RNA-biatko w tkance nerwowe;j.

W ramach drugiego celu Doktorantka zoptymalizowata procedure identyfikacji kolistych
RNA i zwigzanych z nimi bialek. Procedur¢ te¢ rozpoczynata od homogenizacji i
fotozszywania probek w warunkach opracowanych podczas realizacji pierwszego celu
rozprawy. Nastepnie koliste RNA wraz ze zwigzanymi biatkami byly izolowane za
pomoca hybrydyzacji z komplementarnymi oligonukleotydami potgczonymi z biotyna.
Efektywnos¢ tej procedury zostala zbadana na przyktadzie dobrze znanego kolistego
RNA Cdrlas, ktore nie wystepuje w wersji zlinearyzowanej, a takze 4 innych kolistych
RNA o znanym wystepowaniu w tkance nerwowej. Na przykladzie RNA Cdrlas
Doktorantka zoptymalizowata procedur¢ jego izolacji za pomocg komplementarnych
oligonukleotydéw oraz za pomocag spektrometrii mas zidentyfikowata ponad 60

wigzacych si¢ z nim bialek. Skuteczno$¢ wzbogacania pozostatych czterech RNA tg
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metoda byla jednak nizsza, ponadto metoda nie pozwalala na odréznienie bialek

zwigzanych do form kolistych oraz do form liniowych odpowiadajacych im mRNA.

Wsréd bialek zidentyfikowanych przez Doktorantke jako wigzace Cdrlas bylo m.in.
biatkko CELF2, ktoére rozpoznaje motywy sekwencji RNA zawierajagce urydyny i
guanozyny. W trakcie obrony pracy doktorskiej poprositbym Doktorantk¢ o wyjasnienie
jaki jest proponowany mechanizm rozpoznawania RNA przez CELF2, a takze za pomoca
jakich eksperymentoéw mozna by sprawdzi¢, czy biatko to specyficznie rozpoznaje RNA

Cdrlas oraz gdzie w sekwencji tego RNA znajduje si¢ jego miejsce wigzania.

Podsumowujac, w swojej pracy Doktorantka opracowata metody identyfikacji
proteomow zwigzanych z RNA w tkance mozgowej dla dowolnych RNA (w pierwszej
czesci rozprawy) oraz dla kolistych RNA (w drugiej czgsci). Opracowanie tych metod
jest waznym krokiem w stron¢ poznania znaczenia oddziatywan RNA-biatkko w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Warto podkresli¢, ze Doktorantka jest pierwsza
autorka publikacji dotyczacej zmian w oddziatywaniach RNA z biatkami w mysich
moézgach pod wplywem dysmielinizacji (Cell Reports, 2025), a takze wspolng pierwsza
autorka publikacji przegladowej na temat roli miRNA mir-7 w ukladzie
neuroendokrynowym (FEBS Lett., 2025), ktore obie dotycza pracy doktorskiej. Szeroki
zakres prac badawczych dotyczacych opracowania nowych metod, przeprowadzonych w
ramach rozprawy, S$wiadczy o bardzo dobrych zdolnosciach eksperymentalnych
Doktorantki 1 Jej duzej pracowitosci, a takze o ciekawosci naukowej i odwadze do
podejmowania nowych zagadnien naukowych, czyli o cechach, ktore bedg przydatne na
dalszych etapach pracy naukowe;j.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia 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 z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w
Sposobie postepowania 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 wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr Marty Sztachery do dalszych
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etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych. Jednoczesnie ze wzglgdu na wysoka
warto$¢ naukowa uzyskanych wynikéw wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.
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