Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Taylor pt.:

Oddziatywania RNA z biatkami MBNL — podstawy strukturalne, potencjalne inhibitory oraz

implikacje funkcjonalne

The RNA/MBNL interactions: structural basis, potential inhibitors and functional

implications

Praca doktorska mgr Katarzyny Taylor powstata na Wydziale Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza, w Zakladzie Ekspresji Genoéw Instytutu Biologii Molekularnej i
Biotechnologii, w zespole kierowanym przez prof. UAM dr hab. Krzysztofa Sobczaka. Badania
naukowe, jakie prowadzita mgr Tylor, wpisuja si¢ w wieloletni nurt badan prowadzonych przez
grupe badawcza profesora Sobczaka dotyczacy molekularnego podioza dystrofii miotonicznej
(DM).

Rozprawa doktorska jest przygotowana w formie zbioru czterech publikacji naukowych.
Publikacje poprzedza Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz O$wiadczenia promotora,
doktorantki i wspotautoréw dotyczace ich udziatlu w powstawaniu prac naukowych stanowigcych
rozprawe doktorska. Streszczenie jest zwigzte, sklada si¢ z wprowadzenia i opisu
najwazniejszych rezultatow badan zebranych w publikacjach. Zawiera takze giéwny cel
rozprawy doktorskiej: okreslenie strukturalnych podstaw oddziatywania bialek MBNL z
docelowymi RNA, poszukiwanie inhibitoréw patogennych kompleksow MBNL/(CUG)**? oraz
zbadanie funkcjonalnych nastepstw ich dziatania w modelowych komorkach DM1.

Z przekonaniem stwierdzam, ze zakladane cele badawcze zostaty przez doktorantke
osiagnigte. Dwie stanowigce rozprawe doktorska publikacje dotycza okreslenia roli biatka z
rodziny MBNL w regulacji alternatywnego splicingu w warunkach fizjologicznych. Dwie
pozostate wykorzystuja zebrang wiedz¢ do zastosowania oligonukleotydéw lub antybiotykow
ostabiajacych patogenny proces sekwestracji biatek MBNL w eksperymentalnej terapii dystrofii
miotonicznej. Nalezy podkre$lié, ze badania mgr Taylor przyczynity si¢ do petniejszego

zrozumienia patogenezy DM i funkcji biatka MBNL, a dzigki pracy zespotowej, ich



zwienczeniem sg bardzo dobre, wielowatkowe publikacje. Recenzent skupit si¢ na tych watkach
publikacji, ktore byly osiagnigciem doktorantki.

Pierwsza zamieszczong w rozprawie praca jest publikacja w Nucleic Acids Research
Autoregulation of MBNLI function by exon 1 exclusion from MBNLI transcript. W publikacji
przedstawiono mechanizm autoregulacji poziomu ekspresji MBNL1 postugujac si¢ modelami
komérkowymi, materialem pochodzacym od pacjentéw z dystrofia miotoniczng oraz mysim
modelem tej choroby. Doktorantka przeprowadzita wszystkie opublikowane w tej pracy badania
in vitro. Zidentyfikowata nowe miejsce regulatorowe w pre-mRNA genu Mbnll, do ktérego
wigze si¢ biatko MBNLI. Stosujac z jednej strony oligonukleotydy antysensowe (AON), a z
drugiej mutanty modelowych RNA potwierdzita istotnos¢ 20-nukleotydowego regionu
zawierajagcego motywy konsensusowe YGCY w wigzaniu MBNL1 do RNA. Interesujace sg
rozwazania wplywu struktury RNA zaréwno na patogenezg¢ dystrofii miotonicznej, jak i na
skuteczno$¢ terapii antysensowe;.

Podczas lektury tej publikacji nasunety sie recenzentowi nastgpujace pytania. Z opisu w
Materials and Methods wynika, ze podczas badania in vitro wptywu AON na tworzenie
kompleksu MBNLI1 z transkryptem Mbnll el WT w pierwszym etapie docelowe RNA oraz AON
byty razem denaturowane w 90°C. Taka sama procedura byta zastosowana w kolejnej, opisanej
ponizej, publikacji. Prositabym o wyjasnienie koniecznosci tej denaturacji. Jesli celem badan
byto takze ocenienie wptywu struktury RNA na hybrydyzacje z AON to denaturacja RNA
bytaby niewskazana. Dodatkowo, jako chemika zajmujacego si¢ m.in zastosowaniem
oligonukleotydéw do inhibicji patogennych RNA interesuje mnie, jakie modyfikacje
zastosowano w AON. Tego nie znalaztam w publikacji.

Doktorantka zaproponowata strukture drugorzedowa fragmentu MBNL1 el (Figure 1C)
na podstawie mapowania enzymatycznego. Nie znalaztam informacji czy korzystano z
dostepnych programéw komputerowych do przewidywania struktury drugorzedowej RNA.
Prositabym o uzupelnienie na obronie tej informacji. Czy zostata zbadana réwniez struktura

drugorzedowa fragmentow RNA zastosowanych mutantéw (Mutl, Mut2, Mut3)?

Kolejna publikacja: Mechanistic determinants of MBNL activity réwniez zostata
opublikowana w Nucleic Acids Research. Publikacja jest bardzo rozbudowana (16 stron liczy

artykut, a 38 stron Supplementary Materials) i poruszajagca wiele aspektow i konsekwencji



istnienia kilku genéw MBNL. Pani mgr Taylor, jako trzeci wspotautor na dziewigciu, deklaruje,
7e jest autorem wszystkich badan in vitro ujgtych w publikacji. Publikacja przedstawia badania
paralogébw MBNL1, MBNL2 i MBNL3 i oddziatlywania MBNL z ich docelowymi czasteczkami
RNA oraz powtérzeniami CUG i CCUG. Doktorantka stosujac szereg modelowych RNA oraz
AON wykazata, ze wszystkie badane biatka wiaza si¢ do sekwencji konsensusowych MBNL
rozpoznajac te same motywy w rejonie regulatorowym. MBNL3 wykazywat najmniejsze
powinowactwo do docelowego RNA i najnizsza dynamike wigzania z (CUG)**?. W potaczeniu z
innymi danymi wskazano sekwencje YGCH/HGCY (gdzie Y oznacza pirymidyne, H oznacza C,
U lub A), jako sekwencje docelowa wszystkich paralogéw MBNL.

W publikacji Oral administration of erythromycin decreases RNA toxicity in myotonic
dystrophy w Annals of Clinical and Translational Neurology mgr Taylor jest jednym z
réwnorzednych pierwszych autoréw. Praca przedstawia badania zmierzajgce do opracowania
nowej strategii terapeutycznej dla DMI opierajgcej si¢ na zastosowaniu erytromycyny.
Wykazano, ze erytromycyna bezposrednio oddziatuje z powtérzeniami (CUG)io oraz inhibuje
powstawanie komplekséow MBNL1 z (CUG)i00 w warunkach in vitro. Oprécz badan in vitro
wigzania antybiotykéw do modelowych RNA, doktorantka przeprowadzita eksperymenty z
erytromycyng w modelach komérkowych DM. Wykazata znaczace zmniejszenie zaréwno ilosci,
jak i wielkosci jadrowych inkluzji tworzonych przez toksyczne kompleksy MBNL/(CUG)®*P. Co
istotne, potwierdzita réwniez specyficznosé dziatania erytromycyny na patogenne RNA stosujac
analize profili splicingowych alternatywnych eksonéw. Mgr Taylor potwierdzita znaczng korekte
alternatywnego splicingu kontrolowanego przez biatka MBNL. Sg to niezwykle ciekawe badania
wykorzystujgce znany antybiotyk do nowych terapeutycznych celdw.

W publikacji przetestowano dwadziescia FDA-approved molekut. Prosze o wyjasnienie,
jakie bylo kryterium ich wyboru? Czy rozwazano aspekt strukturalny tworzenia kompleksu

EM/(CUG)=??

Publikacja Short antisense-locked nucleic acids (all-LNAs) correct alternative splicing
abnormalities in myotonic dystrophy opublikowana w Nucleic Acids Research obejmuje
badania modyfikowanych oligonukleotydéw, jako potencjalnych inhibitoréw tworzenia

komplekséw MBNL/(CUG)®*P. Doktorantka wykonata wszystkie badania przeprowadzone in



vitro. Zastosowano oligonukleotydy typu LNA (usztywniona konformacja pierscienia rybozy,
ang. ‘locked nucleic acids) oraz PS-LNA (tiofosforan-LNA, ang. phosphorothioate-LNA).
Badania wykazaty, ze krotkie, 8-, 10-nukleotydowe oligonukleotydy wydajnie wigzg si¢ do
modelowego RNA zlozonego ze 100 powtdrzen CUG i rownoczesnie blokuja powstawanie
kompleksu z MBNL. Ten wynik znalazt swoje potwierdzenie w eksperymentach komérkowych,
gdzie wykazano, ze lepszym inhibitorem sekwestracji biatek MBNL jest oligonukleotyd o
dtugosci 10 nukleotydow.

Interesuje mnie jak doktorantka wytlumaczytaby wyzsze powinowactwo oligonukleotydu
PO-LNA-CAG-8 do (CUG)100, w poréwnaniu do dtuzszych oligonukleotydéw? Czy brano pod
uwage inng liczbe potencjalnych miejsc wiazan dla réznej dtugosci oligonukleotydéw? Mogtoby
to wytlumaczy¢ mechanizm dziatania danego oligonukleotydu.

Istnieje obawa, ze tak krotkie oligonukleotydy moga wywotywa¢ efekt off-target. Czy
taki scenariusz byl rozwazany w szerszym kontekscie, tzn. czy sprawdzono ewentualng

cytotoksyczno$¢ oligonukleotydow?

Reasumujgc, przedstawione w rozprawie doktorskiej badania dostarczaja nowych
informacji o podlozu molekularnym dystrofii miotonicznej i inhibitorach patogennych
mechanizméw tej choroby o duzym potencjale terapeutycznym. Pragne stwierdzi¢, ze
przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Katarzyny Taylor spetnia catkowicie wymogi
merytoryczne i formalne stawiane pracom doktorskim i wnosze¢ do Rady Naukowej Wydziatu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Katarzyny

Taylor do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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