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Dr hab. Marcin Nowotny
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej, Warszawa

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Piotra Cywoniuka , Determination of functional

RNA binding sites for MBNL using antisense oligonucleotides”.

Opisane w rozprawie badania dotyczg regulatoréw alternatywnego splicingu — biatek
MBNL1, MBNL2 oraz MBNL3. S3 to biatka o bardzo intersujacej biologii, a ich znaczenie
dodatkowo zwieksza fakt, ze s3 one zaangazowane w procesach patologicznych w dystrofii
miotonicznej. Przedstawiona rozprawa skfada sie z trzech prac doswiadczalnych opisujgcych
szerokie i dogtebne badania biatek MBNL. Wktad Doktoranta do tych prac polegat przede
wszystkim na opracowaniu i zastosowaniu systemu weryfikacji w komorkach funkcji

oddziatywania biatek MBNL z ich miejscami wigzania w RNA.

Bardzo krotki wstep pracy w sposéb zwiezty i przejrzysty przedstawia biatka MBNL.
Zaréwno tekst jak i ryciny s dobrze przygotowane i pomocne w zrozumieniu tematyki prac
doswiadczalnych. Kolejna czgs¢ rozprawy to podsumowanie najwazniejszych wynikow. Trzy
artykuty wchodzgce w sktad rozprawy zostaty juz ocenione przez recenzentéw w procesie
publikacji, dlatego w niniejszej recenzji nie bedzie oceniana szczegdtowo ich zawartosé.
Pragne jednak podkresli¢, ze sg to prace znakomite. Ich poziom techniczny i naukowy jest
bardzo wysoki. W sposéb systematyczny naswietlajg bardzo ztozone procesy oddziatywania
trzech biatek MBNL oraz ich licznych izoform z duzg liczbg miejsc wigzania w RNA. Badania te
beda pomocne w opracowaniu terapii dystrofii miotonicznych, majg jednak tez szersze
znaczenie. System regulacji splicingu przez biatka MBNL jest niebywale ztozony i stad
ostateczny efekt jego dziatania opiera sie na chaosie deterministycznym. Jest to mechanizm,
ktory wystepuje w wielu systemach w komdrce eukariotycznej. Aby zrozumiec¢ dziatanie
systemow opartych na chaosie deterministycznym, jest bardzo wazne szczegdétowe zbadanie
poszczegdlnych elementow danego systemu. Celem dtugofalowym jest zapewne
opracowanie analitycznych modeli matematycznych lub modeli obliczeniowych, ktore bedg
skutecznie symulowaé te ztozone systemy, a takze generowac¢ nowe przewidywania

weryfikowalne doswiadczalnie.
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Ponizej opisuje krotko zawartos¢ poszczegdlnych prac z uwzglednieniem wktadu

Doktoranta na podstawie zatgczonych oswiadczen.

Praca | (Cywoniuk P i wsp. Scientific Rep. 2017). W pracy tej Doktorant jest pierwszym
dzielonym autorem. Jest to praca gtdownie metodyczna. Opisuje esej, ktory pozwala na
weryfikacje funkcjonalnego znaczenia miejsc wigzania dla biatek MBNL. Esej ten polega na
transfekcji komorek mini-genami podlegajacymi alternatywnemu splicingowi i traktowaniu
tych komérek modyfikowanymi chemicznie, antysensownymi oligonukleotydami (AON) 2’0O-
Me-RNA, ktdore wigza sie z miejscami wigzania biatek MBNL i je blokujg. Autorzy pokazali, ze
AON skutecznie hamuja dziatanie MBNL. Metodologia ta okazata sie mniej skuteczna dla
blokowania sekwencji wigzagcych MBNL obecnych w egzonach, najprawdopodobniej przez
antagonistycznie dziatanie innego regulatora splicingu, biatka SRSF1. Autorzy opracowali
rowniez minigeny oparte o sekwencji Atp2al do ktérych wprowadzana jest sekwencja
rozpoznawana przez biatka MBNL z innych transkryptéw. W pracy pokazano, ze te
przeniesione sekwencje reguluja splicing mini-genu, a traktowanie antysensownymi
oligonukleotydami, ktore wigzg sie z dang sekwencja blokuje ich dziatanie. Autorzy wykazali,
ze metodologia ta moze byc¢ zastosowana do badania toksycznego dziatania powtdrzen
trojnukleotyddéw obecnych u pacjentéw z dystrofia miotoniczna. Moze by¢ zatem uzyta do
badan przesiewowych w poszukiwaniu lekéw. Metodologia ta stanowita rowniez podstawe

badan w pozostatych pracach prezentowanych w rozprawie.

W pracy | Doktorant przeprowadzit wiekszos¢ doswiadczen na komdrkach oraz
zaprojektowat antysensowne oligonukleotydy dla pigciu z szesciu badanych regionow
wigzanych przez MBNL. Doktorant zmierzyt poziom alternatywnych transkryptéw metoda
PCR oraz przygotowat czesci pracy dotyczace jego doswiadczen oraz szkic manuskryptu.
Sposrod trzech artykutéw prezentowanych w rozprawie, w pracy | wktad Doktoranta byt

najwiekszy.

Publikacja Il (Sznajder t i wsp. Nucleic Acids Res. 2016). W pracy tej Doktorant jest
srodkowym autorem posrod dziewieciu wspotautoréw. Praca opisuje réznice we
wtiasnosciach trzech paralogow MBNL: MBNL1, MBNL2 oraz MBNL3. Uzyskane wyniki

pokazaty, ze biatka te rdznig si¢ pod wzgledem ich wktadu do regulacji alternatywnego

MIEDZYNARODOWY INSTYTUT BIOLOGII MOLEKULARNEJ | KOMORKOWEJ W WARSZAWIE

ul.Ks.Trojdena 4, 02-109 Warszawa tel.: (48 22) 597 07 00, fax: (48 22) 597 07 15
secretariat@iimcb.gov.pl www.iimeb.gov.pl



S
SN
R AR A N 1 G RRE P'ﬁ )“‘ A 3 |
L avaY
s\ﬁhﬂ(f
%I‘w.
N wans it
splicingu: MBNL1 wywiera najwiekszy efekt, a MBNL3 najstabszy. Autorzy pokazali, ze moze
to wynikac z réznej dystrybucji tych biatek miedzy cytoplazma a jadrem komérkowym. W tej
pracy Doktorant zbadat metoda RT PCR poziom alternatywnych form mRNA biatek MBNL w
ludzkich tkankach ptodu i organizmu dorostego oraz w tkankach pacjentéw z dystrofiami
miotonicznymi typu pierwszego i drugiego. Doktorant pokazat, ze wszystkie trzy biatka MBNL
rozpoznaja te same sekwencje wywierajgc jednak efekt z réing sitg. Wykorzystat do tego

podejscie z minigenami oraz antysensownymi oligonukleotydami opisane w Publikacji I.

Publikacja Il (Taylor K i wsp. Nucleic Acids Res. 2018). Doktorant jest srodkowym

autorem posrod szesciu autorow.

W pracy tej autorzy badali efekty potozenia sekwencji rozpoznawanej przez biatka
MBNL w strukturze RNA. Pokazano, ze MBNL wigze silniej sekwencje potoione w
jednoniciowych RNA oraz, ze co najmniej dwa motywy YCGY sg potrzebne do wydajnego
wigzania. Odstepy miedzy motywami rowniez wptywaty na efektywnos¢ splicingu. Trzy
paralogi MBNL oddziatywaty z tymi samymi sekwencjami, ale potozenie wigzanego motywu

w strukturze RNA wywierato rozne efekty na funkcje tych paralogow.

W tej pracy Doktorant wykonat doswiadczenia kontrolne polegajace na weryfikacji
poziomu biatek MBNL. Wyniki znalazty sie w jednym z siedmiu paneli Ryciny 6 oraz Rycinach
w materiatach uzupetniajgcych. Oceniam, ze sposrdd trzech przedstawionych prac w pracy

Il wktad Doktoranta byt najmniejszy.

Doktorant przygotowat swojg rozprawe w postaci trzech prac oryginalnych. Mam
watpliwosci, czy byta to decyzja stuszna. Przedstawione artykuty opisujg prace zespotowe, w
ktérych kazdy z autoréw specjalizuje sie w konkretnym typie doswiadczen. Nawet dla
danego rodzaju doswiadczen (np. badania na komarkach czy projektowanie antysensownych
oligonukleotydéw w artykule 1) praca byta podzielona na kilku wykonawcow. Dlatego ocena
osiggnie¢ Doktoranta z jednej strony jest trudna, z drugiej jego wktad zostaje rozmyty w
ogromnej ilosci innych danych. Gdyby praca zostata przedstawiona w postaci klasycznej
rozprawy opisujacej jedynie wyniki mgr Cywoniuka z ewentualnym odniesieniem sie do
wynikow kolegéw z zespotu w dyskusji, osiggniecia Doktoranta mogtyby byc znacznie lepiej

wyeksponowane.
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Podczas obrony chciatbym prosi¢ Doktoranta o przedyskutowanie nastepujgcych

kwestii:

i) Jednym z kluczowych zagadnien w badaniach biatek MBNL jest molekularny
mechanizm regulacji splicingu przez te biatka. Co wiadomo o tym mechanizmie i jakie

badania i konkretne doswiadczenia moga postuzy¢ do jego wyjasnienia?

ii) Jakie s3 najbardziej obiecujace strategie leczenia dystrofii miotonicznych
powigzanych MBNL? W jaki sposéb w opracowaniu tych potencjalnych terapii mozna
wykorzysta¢ wyniki badan, w ktorych brat udziat Doktorant i opracowane podczas tych

badan metody?

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa dowodzi, ze Doktorant miat
istotny wktad do badan dotyczacych niezwykle ciekawego systemu biologicznego o
znaczeniu dla powaznych ludzkich chorob. S to badania naukowe na bardzo wysokim
poziomie technicznym i merytorycznym. Opisujg bardzo ciekawy przyktad wysoce ztozonego
systemu, sktadajgcego sie z trzech biatek, ich wielu izoform oraz wielu sekwencji docelowych
RNA o zréznicowanych strukturach. Efekt dziatania tak bardzo skomplikowanego systemu
jest analogiczny do systemu obliczeniowego. Jest fascynujace, ze ostateczny efekt tych
obliczer jest stabilny i zdeterminowany. Tak skomplikowane systemy s powszechnie
obecnie u eukariontéw i w szerszej perspektywie zrozumienie ich deterministycznego

dziatania stanowi jedno z najwazniejszych zadan wspotczesnej biologii.

Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki okreslone w ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i z petnym przekonaniem
stawiam wniosek o dopuszczenie Pana mgr Piotra Cywoniuka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Dr hab. Marcin Nowotny
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