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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Michata Brouze zatytutowanej
»Analiza roli wybranych egzorybonukleaz i polimeraz poli(A) u myszy domowej”,
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Dziembowskiego
w Laboratorium Biologii RNA
Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komdérkowej w Warszawie

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Michata Brouze poswiecona jest badaniom
mechanizmow regulacji transkryptomu w rozwoju ssakéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli nowych enzymadw
w procesach poliadenylacji i degradacji RNA. Rozwdj organizmdw, zwtaszcza kregowcdw, to dynamiczny i niezwykle
zfozony proces, ktéry wymaga precyzyjnej regulacji ekspresji gendw. Kluczowe znaczenie majg mechanizmy
kontrolujgce czasowsq i przestrzenng aktywacje gendw, w tym zmiany w poliadenylacji RNA oraz selektywna
degradacja mRNA, umozliwiajgce réznicowanie komorek i tkanek. Ztozonos¢ tych proceséow od lat stanowi
przedmiot intensywnych badan, majgcych na celu lepsze zrozumienie mechanizmdw regulacji RNA.

W swoich badaniach Pana mgr Brouze koncentruje sie na dwdch kluczowych etapach rozwoju ssakéw:
gametogenezie oraz wczesnej embriogenezie u myszy (Mus musculus). Ze wzgledu na istotng role proceséw
deadenylacji i poliadenylacji w regulacji gendw podczas dojrzewania gamet, badania dotyczgce gametodenezy
skupity sie na nowej rodzinie polimeraz poli(A) — TENTS5 (ang. terminal nucleotidyltransferase 5), w szczegdlnosci na
TENTSB, TENTS5C i TENTSD. Te biatka zostaty wczesniej zidentyfikowane jako niekanoniczne cytoplazmatyczne
polimerazy poli(A). Chociaz mechanizmy poliadenylacji zwigzane z biatkami CPEB (ang. cytoplasmic polyadenylation
element binding proteins) sg stosunkowo dobrze poznane, dotychczasowe badania sugerowaty istnienie
alternatywnego, niezaleznego od CPEB mechanizmu, w ktérym mogtyby uczestniczy¢ polimerazy poli(A) — TENTS.
Z kolei badania dotyczace embriogenezy skupity sie na ostatniej katalitycznej podjednostce cytoplazmatycznego
kompleksu egzosomu — egzorybonukleazie DIS3L (ang. DIS3 like exosome 3-5' exoribonuclease). Selektywna
degradacja mRNA jest kluczowym procesem w rozwoju zarodkowym ssakéw, a dotychczasowe badania wskazaty,
ze inne katalityczne podjednostki egzosomu, takie jak DIS3 i EXOSC10, sg niezbedne dla prawidtowego przebiegu
tego procesu.

Koncentrujgc sie na gametogenezie oraz wczesnym rozwoju zarodkow u ssakéw, Doktorant podijat probe
rozwigzania waznego poznawczo i oryginalnego problemu naukowego, dotyczacego fundamentalnych etapdéw
rozwoju ssakow, ktére majg kluczowa role w zachowaniu gatunku.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata napisana w jezyku angielskim i ma forme rozprawy sktadajgcej sie z trzech
wieloautorskich publikacji, réwniez napisanych w jezyku angielskim. Jedna z publikacji zostata opublikowana
w czasopismie Nature Communications, druga zaakceptowana do druku w Scientific Data, a trzecia znajduje sie
w formie preprintu na platformie bioRxiv. W dwdch z tych prac Pan mgr Brouze petni role pierwszego autora.

Pierwsza czes¢ rozprawy, liczaca 28 stron, obejmuje szczegétowe wprowadzenie do tematyki badan. Zawiera
miedzy innymi informacje o finansowaniu badan ze Zrédet zewnetrznych (ERC, FNP, Horyzont 2020), streszczenia
w jezyku polskim i angielskim, rozbudowany wstep teoretyczny, omowienie wynikdw oraz bibliografie obejmujaca
95 pozycji. Czes¢ ta konczy sie listg publikacji wchodzacych w sktad rozprawy wraz z opisem wktadu Doktoranta
w realizacje badan i przygotowanie manuskryptéw. Wprowadzenie mozna by udoskonali¢, dodajgc wyraznie
sformutowane hipotezy badawcze oraz precyzyjne cele pracy — zaréwno gtéwne, jak i szczegétowe. Dodatkowo,
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syntetyczna dyskusja kluczowych wynikéw mogtaby wzbogaci¢ te czes¢ o elementy analityczne, pokazujgc
umiejetnos¢ syntezy i wyciggania wnioskow przez Autora.
Druga czes¢ rozprawy obejmuje trzy publikacje:

1. Brouze M., Czarnocka-Cieciura A., Gewartowska O., Kusio-Kobiatka M., Jachacy K., Szpila M., Tarkowski B.,
Gruchota J., Krawczyk P., Mroczek S., Borsuk E., Dziembowski A. TENT5-mediated polyadenylation of mRNAs
encoding secreted proteins is essential for gametogenesis in mice. Nat Commun 2024, 15, 5331.
2. Czarnocka-Cieciura A., Brouze M., Guminska N., Mroczek S., Gewartowska O., Krawczyk P., Dziembowski A.
Comprehensive analysis of poly(A) tails in mouse testes and ovaries using Nanopore Direct RNA Sequencing.
Scientific Data, accepted, in press (2024).
3. Brouze M., Szpila M., Czerwinska A., Antczak W., Mroczek S., Kulinski T., Hojka-Osinska A., Cysewski D., Adamska
D., Gruchota J., Borsuk E., Dziembowski A. DIS3L, cytoplasmic exosome catalytic subunit, is essential for
development but not cell viability in mice. bioRxiv 2022.12.14.520403; doi:
https://doi.org/10.1101/2022.12.14.520403.

Publikacje te tworzg spéjny cykl tematyczny, wnoszac istotny wktad do badan nad regulacjg transkryptomu
w rozwoju ssakéw. Stanowig one potwierdzenie wysokiego poziomu merytorycznego rozprawy oraz $wiadczg
o0 znaczeniu tych badan w kontekscie biologii molekularnej, a takze rozwoju i rozrodu ssakéw.

OCENA MERYTORYCZNA

Przedstawiony wstep do rozprawy doktorskiej stanowi solidng podstawe teoretyczng oraz wprowadzenie
do tematyki pracy, koncentrujgc sie na dwdch kluczowych zagadnieniach: regulacji RNA w oogenezie
(gametogenezie) i embriogenezie ssakéw. Niefortunne wydaje sie jednak zatytutowanie sekcji ,Oogenesis as
a model for cytoplasmic polyadenylation”, poniewaz zawiera ona informacje dotyczace zaréwno oogenezy, jak
i spermatogenezy. Warto rowniez zauwazyé, ze rola poliadenylacji w procesie spermatogenezy mogtaby zostac
omowiona bardziej szczegdtowo. Pomijajgc ten drobny mankament, wstep merytoryczny do rozprawy jest dobrze
osadzony w aktualnej literaturze naukowej i ukierunkowany na istotne pytania badawcze. Analiza tej czesci pracy
pozwala stwierdzi¢, ze Pan mgr Brouze wykazuje bardzo dobrg znajomos¢ teoretyczng dotyczagcg mechanizmow
regulacji transkryptomu w rozwoju ssakow, ze szczegdlnym uwzglednieniem proceséw poliadenylacji i degradacji
RNA.

W krétkim rozdziale podsumowujacym wyniki Doktorant przedstawia kluczowe osiggniecia opisane
w trzech publikacjach, z ktérych kazda wnosi istotny wkfad w zrozumienie mechanizmow regulacji RNA w rozwoju
ssakéw. Dwa z zataczonych artykutdéw zostaty juz poddane wnikliwej analizie i ocenie przez redakcje oraz
niezaleznych recenzentéw, a fakt ich opublikowania lub akceptacji do druku w prestizowych czasopismach
naukowych potwierdza ich wysokg wartos¢ merytoryczna.

Analiza poszczegdlnych publikacji dostarcza czytelnikowi wiele satysfakcji dzieki klarownemu sposobowi
prezentacji i interpretacji wynikow, wzbogacajgc naszg wiedze o nowe informacje dotyczace proceséw regulujgcych
rozwdj ssakéw.

Publikacja 1. Autor wykazat, ze polimerazy poli(A) - TENTS sg zaangazowane zardwno w proces
spermatogenezy, jak i oogenezy. Analizujgc cztery krytyczne mutacje Tent5 (Tent5a, Tent5b, Tent5c, Tent5d knock-
out [KO]J), opisat fenotypy zwigzane z gametogenezg u myszy i zidentyfikowat substraty dla TENT5 w jajnikach oraz
jadrach.

Najwazniejsze wyniki:

-TENTSBi TENTSC petnig kluczowe role w oogenezie. Podwdjna delecja tych gendw prowadzi do nieptodnosci samic
myszy, wynikajacej z zatrzymania wzrostu pecherzykow jajnikowych na etapie pecherzykéw antralnych. Préby
przywrdcenia tego procesu poprzez podanie gonadotropin (hCG, PMSG) okazaty sie nieskuteczne. Towarzyszy temu
apoptoza widoczna zaréwno w oocytach, jak i w otaczajgcych je komodrkach granulozy. Dodatkowo, samice
z insercjg TENT5B-GFP na C-koricu wykazujg obnizong ptodnos$¢ zwigzang z nieprawidtowg organizacjg wrzeciona
podziatowego oraz odseparowaniem niektérych chromosomow. Okazato sie réwniez, ze TENT5B i TENTS5C
poliadenylujg grupe mRNA niezbednych do oogenezy, takich jak GDF9 i ZP3. Zaréwno brak, jak i nadmiar
poliadenylacji zaleznej od TENT5 prowadzi do zaburzen oogenezy.

- TENTSC i TENTSD regulujg rozne etapy spermatogenezy. Delecja ktéregokolwiek z tych gendw prowadzi do
bezptodnosci samcéw z charakterystycznymi fenotypami. U samcéw Tent5c KO obserwowano utrate gtéwki
plemnika lub DNA w nasieniu izolowanym z najadrzy. Z kolei u samcow Tent5d KO jadra byty wyraznie mnigjsze
w poréwnaniu z myszami typu dzikiego (WT), a ich morfologia byta zaburzona, co prowadzito do nieprawidtowosci
w syntezie steroidow, w tym obnizenia poziomu testosteronu. Wykazano réwniez, ze TENT5C i TENT5D
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poliadenylujg grupe mRNA charakterystyczng dla poszczegdlnych etapdw spermatogenezy: TPPP2 w spermatydach
Tent5c KO oraz RNASET2 w spermatocytach Tent5d KO.

- Analiza sekwencjonowania RNA wykazata, ze TENTS5 poliadenylujg mRNA kodujgce biatka kierowane do retikulum
endoplazmatycznego, co jest kluczowe w procesie gametogenezy. Obecnos¢ sekwencji sygnatowej dla retikulum
endoplazmatycznego determinuje sposdb regulacji zaleznej od TENTS.

Publikacja dostarcza istotnych informacji na temat molekularnych mechanizmoéw regulujgcych
gametogeneze u ssakow, podkreslajgc kluczowg role poliadenylacji zaleznej od TENT5 w regulacji ekspresji gendw.
Wyniki te potwierdzajg istnienie alternatywnego mechanizmu poliadenylacji w procesie gametogenezy, co ma
potencjalnie znaczgce implikacje dla zrozumienia proceséw rozwojowych oraz patologii zwigzanych
z nieprawidtowq regulacjg RNA. Ponadto, praca otwiera nowe kierunki badan nad funkcjg poliadenylacji w rozwoju
komorek rozrodczych i regulacji ich funkcji, wskazujac na potrzebe dalszych analiz w tym obszarze.

Publikacja 2. W pracy przeprowadzono kompleksowg analize heterogennosci ogondéw poli(A) w mRNA
w jadrach i jajnikach myszy, wykorzystujgc technologie Nanopore Direct RNA Sequencing. Analiza danych zostata
przeprowadzona przy uzyciu algorytmu Ninetails, opracowanego w Laboratorium Biologii RNA i opartego na
sieciach neuronowych, ktéry pozwolit na identyfikacje specyficznych wzorcéw kompozycji nukleotydowej ogondw
poli(A) w jadrze.

Najwazniejsze wyniki:

- Zidentyfikowano znaczng nadreprezentacje urydylacji w ogonach poli(A) w transkryptach pochodzacych z jader,
szczegblnie w poblizu konca 3’ transkryptu. Urydylacja byta wyraznie obecna w transkryptach kluczowych dla
spermatogenezy, co wskazuje na jej istotng role w regulacji ekspresji gendw zwigzanych z rozwojem plemnikow.

- Precyzyjna analiza dtugosci i kompozycji nukleotydowej ogondw poli(A) potwierdzita, ze zaréwno te cechy, jak
i proces urydylacji odgrywaja kluczowa role w posttranskrypcyjnej regulacji stabilnosci i translacji mRNA na réznych
etapach spermatogenezy. Wyniki te sg zgodne z wczesniejszymi badaniami nad rolg enzyméw TUT (ang. terminal
uridylyl transferases; TUT4 i TUT7), ktére podkreslity znaczenie 3’-urydylacji w stabilnosci RNA podczas
spermatogenezy.

Wyniki przedstawione w publikacji dostarczajg nowych informacji na temat mechanizméw regulacji
transkryptow w procesie gametogenezy. Szczegdlng uwage zwracajg obserwacje dotyczgce urydylacji w ogonach
poli(A) w transkryptach zwigzanych z rozwojem plemnikdw, co wskazuje na ich kluczowa role w regulacji ekspres;ji
gendw w tym procesie. Praca podkresla znaczenie zrozumienia ztozonosci sktadu ogondw poli(A) oraz ich wptywu
na procesy rozwojowe. Wskazuje rowniez na potrzebe dalszych badan nad posttranskrypcyjng regulacjag RNA,
szczegdlnie w kontekscie zdrowia reprodukcyjnego i potencjalnych mechanizmow patologicznych zwigzanych
z zaburzeniami spermatogenezy. Obserwacje te otwierajg nowe kierunki badan, ktére mogg przyczyni¢ sie do
pogtebienia wiedzy na temat molekularnych podstaw gametogenezy i rozwoju plemnikéw.

Publikacja 3. Autor wykazat, ze biatko DIS3L, koprecypitujgce ze wszystkimi dziewiecioma biatkami
egzosomu, jest niezbedne dla prawidtowego rozwoju zarodkéw. Konsekwencje letalnego fenotypu delecji DIS3L
(Dis31 KQ) zostaty opisane na podstawie obserwacji rozwoju zarodkdw oraz szczegdtowych badan molekularnych.
Najwazniejsze wyniki:

- Embriogeneza myszy pozbawionych genu Dis3/ koriczy sie Smiercig zarodkéw okoto dnia 6,5. Zarodki w okresie
preimplantacyjnym nie wykazujg widocznych zmian morfologicznych, jednak w okresie postimplantacyjnym ulegaja
degeneracji, mimo poczatkowo prawidtowej liczby komaérek trofektodermy, epiblastu i endodermy.

- Zarodkowe komorki macierzyste wyprowadzone z embrionéw Dis3/ KO mogg by¢ hodowane in vitro, jednak ich
wydajnos¢ rdznicowania jest obnizona, a ekspresja kluczowych gendw rozwojowych, takich jak Foxa2 i Thxt, ulega
znaczacym zmianom.

- Sekwencjonowanie RNA zarodkowych komdrek macierzystych Dis3/ KO wykazato nagromadzenie transkryptow,
co wskazuje na defekty w regulacji transkryptomu. Mimo tego, globalny poziom syntezy biatek w blastocystach
z delecjg DIS3L byt znaczaco zmniejszony, co sugeruje, ze translacyjny stres jest gtéwnym mechanizmem
odpowiedzialnym za obnizenie wydajnosci syntezy biatek.

Wyniki badania podkreslajg kluczowa role DIS3L w regulacji jakosci RNA w rozwijajgcych sie zarodkach,
ukazujac zaangazowanie tej egzorybonukleazy w procesy regulacji translacji i jakosci transkryptéw w kluczowych
etapach embriogenezy. Praca wykazata réwniez réznice w regulacji RNA pomiedzy rozwijajgcym sie organizmem
a warunkami in vitro, co podkresla odmiennos¢ mechanizmdw regulacyjnych w réznych kontekstach biologicznych.
Przetomowe wyniki tej publikacji wskazujg na potencjalne implikacje kliniczne zwigzane z nieprawidtowosciami
w funkcjonowaniu DIS3L. Jednoczesnie otwierajg nowe perspektywy badawcze, koncentrujgcych sie
na mechanizmach molekularnych zwigzanych z translacyjnym stresem oraz mozliwosciach terapeutycznych
w przypadku zaburzen regulacji RNA w rozwoju zarodkowym.
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PYTANIA I UWAGI

W przypadku ztozonych i nietrywialnych prac naukowych, lektura nieuchronnie rodzi pytania i uwagi, ktére
mogg stanowi¢ cenny wktad w pogtebienie analiz oraz rozwdj dyskusji na temat poruszanych zagadnien:
1. Uzyskane wyniki wskazujg, ze TENTS poliadenylujg mRNA kodujgce biatka sekrecyjne podczas procesu
gametogenezy u myszy. Czy istniejg inne grupy mRNA, ktére mogg by¢ regulowane przez TENT5? Otwarte pozostaje
takze pytanie o potencjalne znaczenie tej grupy enzymow w innych uktadach biologicznych oraz o specyficzne
preferencje substratowe w réznych typach tkanek.
2. Jakie mechanizmy molekularne mogg regulowac aktywnos$¢ TENT5 na rdznych etapach gametogenezy?
Czy mozliwe jest istnienie specyficznych regulatorow funkcji tej grupy enzymow, ktdrych dziatanie bedzie zalezne
od kontekstu biologicznego lub od okreslonego etapu tego procesu?
3. Publikacja 1 opisuje role TENT5 w poliadenylacji mRNA, jednak nie omawia szczegdtowo mechanizmu interakcji
tego enzymu z innymi biatkami zaangazowanymi w regulacje ekspresji gendw. Czy enzymy TENT5 wspdtdziatajg
z innymi polimerazami poli(A) w komadrkach ssakow, a jesli tak, to w jakim stopniu taka wspétpraca moze wptywaé
na globalng regulacje transkryptomu?
4. Nadreprezentacja urydylacji wydaje sie charakterystyczna dla transkryptéw pochodzacych z jader. Co powoduje
te specyficznos¢? Czy podobne procesy mogg zachodzi¢ w jajnikach, lecz z uwagi na ich mniejszg intensywnos¢
pozostajg niewykryte? Jakie mechanizmy molekularne stojg za urydylacja w transkryptach kluczowych dla
spermatogenezy?
5. Czy translacyjny stres i zmniejszona synteza biatek w zarodkach Dis3/ KO wynikajg gtéwnie z akumulagji
specyficznych transkryptow, czy raczej z ogdlnego przecigzenia mechanizmdw odpowiedzialnych za kontrole jakosci
RNA?
6. Dlaczego zarodkowe komorki macierzyste pochodzace z zarodkéw Dis3/ KO sg zdolne do proliferacji in vitro, mimo
ze zarodki te nie rozwijajg sie prawidtowo w okresie postimplantacyjnym? Czy rdznice te mogg wynikad
z odmiennych mechanizmdéw regulacyjnych angazujgcych egzosom na etapie rdznicowania i rozwoju
poszczegodlnych listkow zarodkowych?
7. Jak wyniki badan nad mysimi zarodkami odnoszg sie do funkcji egzosomu w ludzkiej embriogenezie? Czy defekty
DIS3L mogg ttumaczy¢ niektore przypadki nieptodnosci ludzkiej? Czy istnieje mozliwosé zastosowania tych wynikéw
w diagnostyce lub terapii klinicznej zwigzanej z zaburzeniami reprodukgji?

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny praca doktorska Pana mgr. Michata Brouze
pt.: ,Analiza roli wybranych egzorybonukleaz i polimeraz poli(A) u myszy domowej” (ang. Analysis of the role
of selected exoribonucleases and poly(A) polymerases in Mus musculus) stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego
problemu naukowego i Swiadczy o szerokiej wiedzy teoretycznej Kandydata oraz jego umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Na podstawie przedstawionej analizy stwierdzam, ze recenzowana rozprawa
doktorska spetnia wymagania kreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
inauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.). W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie Autora rozprawy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz nadanie mu stopnia naukowego doktora. Rozprawa wyrdznia sie wysokg
wartoscig naukowg, ktéra wynika z kompleksowego podejscia do badanego zagadnienia oraz zastosowania
nowoczesnych i precyzyjnie dobranych metod badawczych. Znaczenie uzyskanych wynikdéw oraz ich wktad w rozwoj
wiedzy w takich obszarach jak biologia molekularna oraz biologia rozwoju i rozrodu zastuguja na szczegdlne uznanie,
dlatego wnosze o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia tej rozprawy.
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