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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michata Brouze pt.
»Analysis of the role of selected exoribonucleases and poly(A) polymerases in Mus
musculus”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Michata Brouze zostata wykonana po kierunkiem Prof.
dr hab. Andrzeja Dziembowskiego z Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej w
Warszawie.

Ocena wartosci naukowej:

U eukariontéw, oddzielenie translacji od transkrypcji poprzez otoczke jadra komérkowego umozliwia
modyfikowanie dojrzatych transkryptéw, wptywajgc na ich trwato$¢. Stabilnos¢ poszczegdlnych
transkryptow mRNA decyduje o ich ilosci w danej chwili, co z kolei jest jednym za najwazniejszych
czynnikéw kontrolujgcych wydajnos¢ translacji. Stabilnos¢ RNA zalezy od obecnosci i struktury
modyfikacji na obu koncach traskryptu: 1.) od strony 5' od tzw. 5' kap (ang. "5' cap") zbudowanego z 7-
metyloguanozyny (m7G) potgczonej mostkiem 5',5'-trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym
nukleotydem i 2.) od strony 3' RNA ogona poli(A). llos¢ adenin na koncu 3' transkryptu wptywa zaréwno
na wydajnos¢ translacji, jak i stabilnos¢ RNA - transkrypty a krotkimi ogonami poli(A) ponizej 20
nukleotydéw sg degradowane przez komoérkowe egzorybonukleazy. Diugo$¢ ogona poli(A) jest
wypadkowg przeciwstawnego dziatania szeregu polimeraz poli(A) oraz egzorybonukleaz. Kompleksy
polimeraz poli(A) oraz egzorybonukelaz wykazujg rézny poziom aktywnosci w zaleznosci od typu
komorek i tkanek oraz etapu rozwoju organizmu, co jest waznym elementem regulacji ekspresji genow.

Cel pracy:

Celem pracy byto zbadanie nowych aspektow regulacji transkryptomu poprzez modyfikacje stabilnosci
poszczegolnych transkryptéw na drodze poliadenylacji oraz degradacji RNA. Cele szczegotowe: 1)
zbadanie roli polimeraz poli(A) TENT5 w oogenezie oraz 2) roli egzorybonukleazy DIS3L, podjednostki
katalitycznej cytoplazmatycznego egzosomu w embriogenezie myszy. Tematyka pracy jest wazna,
poniewaz role ww. bialek byly w tych kontekstach wczesniej nieopisane, a ich poznanie jest
wazne nie tylko z punktu widzenia biologii molekularnej i biologii rozwoju, ale takze medycyny.

Metody badawcze:

W celu zbadania funkcjonalnego znaczenia polimeraz poly(A) TENT5 doktorant wykonat szereg
réznorodnych eksperymentéw z wykorzystaniem myszy TENTS knock-out, TentSbGFP knock-in oraz
typu dzikiego. Pogtebiona analiza fenotypowa obejmowata m.in. testowanie dojrzewania oocytéw,
charakterystyke jajowoddw, immunofluorescencje potgczong z mikroskopig. Zmiany w dtugosci ogona
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poly(A) zbadano za pomocg analiz bioinfomatycznej dtugich odczytéw uzyskang za pomocag
bezposredniego sekwencjonowania RNA trzeciej generacji — Oxford Nanopore. Wyniki dla wybranych
transkryptow potwierdzono za pomocg testu PCR Poly(a) (PAT). Bezposrednie sekwencjonowanie
Nanopore wymaga duzej ilosci RNA, dlatego uzyto materiatu z catych jajnikéw. Odczyty nalezgce do
oocytéw zidentyfikowano przy pomocy dodatkowego, konwencjonalnego RNA-seq'a opartego o
sekwencjonowanie drugiej genracji (NGS, Illumina). Wplyw zalezno$ci regulacji TENTS od obecno$ci
sygnatu Kkierujgcego transkrypty do retikulum endoplazmatycznego sprawdzano za pomoca
mikroiniekcji reporterowego mMRNA. Druga praca wchodzgca w skiad pracy doktorskiej moze zostaé
uznana za kontynuacje analizy poliadenylacji przy uzyciu Nanopore. Praca nad poznaniem funkcji
DIS3L wymagata rowniez analizy transgenicznych myszy a takze chimer embriondéw. W tej pracy
doktorant wykonat réwniez czesciowo analize wynikbw RNA-seq. Co wazne, doktorant poza
wykonaniem kluczowych eksperymentéw petnit rowniez wazng role w pisaniu wszystkich trzech
manuskryptow. Bardzo wysoko oceniam jakos¢ wykonanych eksperymentéw, adekwatnosé
doboru metod oraz ich ré6znorodnos$¢ —ich kombinacja pokazata w przekonywujacy sposoéb role
TENT5B/C w poliadynylacji transkyptéw w oocytach oraz ich znaczenie dla ich dojrzewania.

Uzyskane wyniki:

U wiekszosci komorek gross poliadenylacji zachodzi w jgdrze, a krétki ogon poli(A) w cytoplazmie
predestynuje mRNA do degradacji. Gametogeneza oraz synapsy neurondw sg odstepstwem od tej
reguty — de-adenylowane mRNA jest utrzymywane w nieaktywnej formie w cytoplazmie. RNA to ulega
adenylacji przez niekanoniczne cytoplazmatyczne polimerazy poli(A) na 3' kohcu w czasie, gdy
potrzebna jest translacja kodowanych przez nie biatek.Jest zwigzane z osiggnieciem odpowiedniego
etapu réznicowania sie komarek. Wiedza na temat komplekséw molekularnych zaangazowanych w ten
proces byta ograniczona. Niedawno w laboratorium Prof. Dziembowskiego odkryto nowg rodzine
polimeraz poli(A): biatka TENTS skfadajgcg sie z czterech czlonkéw, kitorych funkcje w oogenezie i
spermatogenezie zostaty zbadane w ocenianej pracy doktorskiej. Otrzymane wyniki, wskazujg
jednoznacznie na niezbednos¢ biatek TENT5B/C w oogenezie oraz wskazujg na ich specyficznos¢ do
biatek produkowanych przez rybosomy zwigzane z retikulum endoplazmatyczym, wydzielanych na
zewnatrz komorki. Zidentyfikowane zostaty takze biatka, ktére sg regulowane przez TENT5B/C: GDF9
i ZP3 - petnigce wazna role w oogenezie. Wplyw pozostatych cztonkéw rodzin TENTS na oodgeneze,
spermatogeneze oraz ptodnosé myszy zostat rowniez okreslony. Rezultaty przedstawione w pierwszym
manuskrypcie to przekonywujgcy zestaw komplementarnych eksperymentéw, ktére wypetniajg luke w
rozumieniu cytoplazmatycznej poliadenylacji i pozwalajg na stawianie kolejnych pytan, ktére bedag
przedmiotem dalszych badan. Nowatorska analiza skladu nukleotydowego kohcow 3' RNA
pochodzgcego z mysich jajnikow i jader w drugiej publikacji jest waznym, komplementarnym
uzupetnieniem opisanych wyzej badan. Sugeruje ona funkcjonalne znaczenie zaobserwowanych
wzoréw rozmieszczenia nukleotydéw innych niz adeniny w ogonie poli(A) uwzgledniajgc nukleotydy
urydylowane. Trzecia praca, ktéra zostata opublikowana, poki co w formie preprintu analizuje funkcje
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cytoplazmatycznej egzonukleazy 3'-5' DIS3L. Eksperymenty na embrionach mysich pozbawionych tego
enzymu pokazaty, ze jest ona niezbedna dla rozwoju myszy poza 7 dzieh rozwoju. Zostalty réwniez
scharakteryzowane transkrypty, ktére akumulujg sie u macierzystych komdérek embrionalnych (mESCs)
pozyskanych embrionow DIS3L knock-out. Wskazano, ze akumulacja ta nie powoduje wzrostu produkcji
kodowanych przez nie biatka co po czesci wynika z faktu, ze globalna syntez biatek w tych komérkach
jest obnizona. Sg to pierwsze badania nad funkcjg DIS3L, ktére istotnie pogtebiajg wiedze na temat roli
tego biatka w rozwoju, cho¢ petne zrozumienie mechanizmu dziatania DIS3L i specyfiki dobierania jego
substratobw bedzie wymagato wiele wiecej pracy. Podsumowujac uzyskane wyniki sg bardzo
wysokiej jakosci, w przekonywujacy sposob, w duzym stopniu wyjasniajg role jaka petnia
polimerazy poli(A) TENTS5 oraz egzonukleaza DIS3L w badanych kontekstach biologii rozwoju.

Zastosowanie uzyskanych wynikéw badan.

Wyniki otrzymane przez mgr Brouze zostaty juz opublikowane i jestem przekonany, ze spotkajg sie z
duzym zainteresowaniem spotecznosci naukowej. Uzyskane dane bioinformatyczne bedg mogty by¢ re-
analizowane przez inne grupy badawcze, a stworzone linie myszy transgenicznych, plazmidy,
oligonukleotydy przyczynig sie do dalszych badan nad stabilnoscig RNA. Badania umozliwity odkrycie
nieznanego wczesniej sposobu regulacji ekspresji grupy genéw waznych dla réznicowania plemnikow
oraz komorek jajowych, co poszerzytlo nasze rozumienie tych proceséw oraz moze mie¢ wpltyw na
diagnoze oraz leczenie bezptodnosci. Uzyskana wiedza moze tez poméc w walce z niektorymi rakami i
chorobami neurodegeneracyjnymi do ktorych przyczynia sie btedne dziatanie badanych komplekséw.
Odkrycie, ze poliadenylacja zalezna od TENT5 jest szczegdlnie wazna dla transkryptéw kierowanych
do retikulum endoplazmatycznego pozwolito na lepsze zrozumienie innego odkrycia grupy badawczej
Prof. Dziembowskiego - TENT5-zaleznego wzmocnienia stabilnosci szczepionek mRNA anty COVID-
Sars-2. Podobne znaczenie mogg mie¢ wyniki pochodzgce z analizy sekwencji transkryptow
pochodzacych z bezposredniego sekwencjonowania RNA, co wskazuje na dodatkowg warstwe
regulacji stabilnosci transkrypcji poprzez ilos¢ i rozmieszczenie innych poza adening nukleotyddw.

Ocena formalnej strony pracy:

Praca doktorska skfada sie z cyklu powigzanych tematycznie trzech publikacji poprzedzonych
streszczeniem w jezyku angielskim i polskim, zwieztym 6-stronicowym wprowadzeniem, opisem celu
pracy, spisem literatury uzytej we wprowadzeniu oraz podsumowaniem wynikéw prezentowanych w
poszczegblnych manuskryptach. Poniewaz zasadniczg czescig pracy doktorskiej sg opublikowane
wielo-autorskie artykuty naukowe, istotng czescig pracy jest wyszczegdlnienie jaki byt udziat doktoranta
w ich powstawaniu. Wprowadzenie, mimo, ze bardzo zwiezte stanowi wystraczajgce podsumowanie
aktualnego stanu wiedzy na temat roli poliadenylacji RNA oraz zwigzanej z nig selektywnej degradac;i
w regulacji transkrypcji w trakcie rozwoju embrionalnego. We wprowadzeniu do pracy zacytowano 95
prac naukowych, co jest sporg liczbg na tak krétki tekst. Co bardziej wazne cytowane prace sg
adekwatne merytorycznie, opublikowane przez rozpoznawalne w tematyce badawczej grupy i w wielu
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wypadkach publikowane w najbardziej prestizowych czasopismach naukowych. Dodatkowo 85, 37 i49
artykutébw zostato zacytowane w zatgczonych pracach. Podobnie jak przy wstepie ich dobdr byt
adekwatny i merytorycznie uzasadniony, a liczba byla zapewne kompromisem, miedzy potrzebg oraz
limitami formatu czasopisma. Uwazam, ze uklad tekstu jest przejrzysty, zawiera wszystkie
niezbedne elementy oraz format zlecane przy pracy doktorskiej sktadajacej sie z cyklu artykutéw
badawczych.

Uwagi krytyczne:

Uwagdi, wymagajgce wyjasnienia, dotyczgce artykutu opublikowanego w Nature Communications:

- Z Fig. 1B wynika, ze samiec TENT5C KO nie jest ptodny, podczas, gdy samiec TENT5B/C DKO jest
ptodny — prosze o wyjasnienie - trudno uwierzyc¢, ze usuniecie dodatkowego cztonka TENT5 powoduje

przywrécenie ptodnosci mutantowi TENT5C

- Dane pokazane na Fig. 3D-G w mojej opinii pokazujg zaburzenia w segregacji chromosomow i
uwazam, ze okreslanie tego jako ,chromatin-organization abnormalities”, jest mylgce, cho¢ nie jest to
tez z pewnoscig wielki btad. Prosze o uzasadnienie, dlaczego zdecydowano si¢ na eksponowanie
chromatyny a nie chromosoméw? Uwazam, ze bytoby bardziej zrozumiale, zeby w miejscach, gdzie
prezentowane jest barwienie DNA za pomocg powszechnie znanego PI, napisa¢ po prostu PI, albo
DNA zamiast ,chromatyna”.

Uwagi krytyczne, mniejszej wagi, niewymagajgce odpowiedzi:

- w artykule Nature Communications, na s.2 w zdaniu ,partial male infertility and complete infertility in
Tent5a KO (Tent5a—/-) animals” brakuje ,complete famale”

- w artykule Nat. Com. Na stronie 5 przy oméwieniu liczy potencjalnych transkryptéw potencjalnych
substratow podano liczbe ,75” — wedtug mnie powinno to by¢ 65 (37 transkryptow skréconych u
Tent5b/c DKO oraz 48 wydtuzonych u Tent5ba'™/s, przy 20 transkryptach wspoélnych; to samo wynika z
Venn diagramu )

- giéwne cele pracy w tekscie wprowadzajgcym mogty zosta¢ wyodrebnione w bardziej bezposredni,
punktowy sposéb sygnalizujgcy w jakim stopniu cele te zostaly zrealizowane w poszczegdlnych
pracach.

- opis udziatu doktoranta w opublikowanych zbiorowych pracach powinien zosta¢ w bardziej wyrazny
spos6b odzwierciedlony w spisie tresci, z tytutu ,Manuscripts included in the PhD thesis and candidates
contribution” nie wynika, ze ponizej zostanie oméwiony udziat w pracach

Powyzsze uwagi, nie zmieniajg jednak pozytywnej oceny uktadu pracy oraz tego, ze mgr Brouze jako
pierwszy/ wspot-pierwszy autor odegrat w przedstawionych badaniach kluczows role.

Podsumowanie:
Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Celem pracy
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byto zbadanie nowych aspektéw regulacji transkryptomu zwigzanych z kontrolg ilosci transkryptow
poprzez poliadenylacje zwigzang z polimerazami TENTS5 oraz degradacie RNA w trakcie
spermatogenezy i oogenezy. Zaplanowano kompleksowe badania - unikalny zbiér skomplikowanych
eksperymentow, ktére w satysfakcjonujgcy sposdb zrealizowaty postawiony cel. Uwazam ponadto, ze
poprawne przeprowadzenie tych ztozonych badan przez doktoranta swiadczy o jego wysokim poziomie
wiedzy ogolnej z dziedziny nauki biologiczne.

Podsumowujgc uwazam, ze praca doktorska mgr Michata Brouze spetnia warunki okreslone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn.
Zmianami). Wnioskuje za tym z pelnym przekonaniem do Komisji Doktorskiej Miedzynarodowego
Instytutu Biologii Molekularnej i Komdrkowej w Warszawie o dopuszczenia mgr Michata Brouze
do dalszych etapow przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie mu stopnia
naukowego doktora.

Dodatkowo, z uwagi na wysokg wartos¢ zaprezentowanych badan, potwierdzong m.in. przez akceptacije
wynikéw w prestizowym czasopismie Nature Communications, réznorodnosc¢ i innowacyjnosé uzytych
technik, swiadczacych o niezaleznosci naukowej i wysokim poziomie merytorycznym doktoranta
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sugeroje oficjalne wyréznienie pracy mgr Brouze.
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