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Recenzja pracy doktorskiej

Rozprawa doktorska pt. ,,Modulation of endogenous MBNLI expression via RNA
activation (RNAa) as a novel therapeutic approach for myotonic dystrophy type 1
(DM1)” zostala wykonana przez Nikol¢ Musiata-Kierklo pod kierunkiem dr hab. inz.,
prof. UPP Ewy Stepniak-Koniecznej w Laboratorium Biologii RNA Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, w ramach Szkoty Doktorskiej Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza.

Dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1) jest chorobg nerwowo-mig$niowg spowodowang
ekspansjag powtdrzen trinukleotydowych CTG w regionie 3" UTR genu DMPK.
Transkrypty te tworza struktury typu spinki do wlosow, ktore sekwestrujg biatka wigzace
RNA, w tym MBNL, prowadzac do rozlegtych zaburzen splicingu. Obecnie nie istnieje
skuteczna terapia DM 1. W tym kontekscie tematyka rozprawy jest aktualna i klinicznie
istotna, co potwierdza publikacja gtownego wyniku w czasopi§mie Nucleic Acids
Research jako artykutu typu NAR Breakthrough.

Celem pracy bylo zbadanie, czy zwigkszenie poziomu endogennego MBNL1 moze
stanowi¢ strategi¢ terapeutyczng w DMI1. Doktorantka wykorzystata mechanizm
aktywacji RNA (RNAa) w celu zwigkszenia ekspresji MBNL, celujagc w transkrypt
regulowany przez promotor P2. Zidentyfikowano dwa mate RNA aktywujace (saRNA),
ktore zwigkszaly poziom biatka MBNL1 oraz czeSciowo odwracaly zmiany w
alternatywnym splicingu zwigzane z DM1. Doktorantka przeprowadzita szczegdtowa
analize mechanizmu dziatania tych czasteczek, wykazujac udziat kompleksu AGO oraz
rekrutacje kompleksow transkrypcyjnych, prowadzacg do zwigkszenia ekspresji genu.

Wprowadzenie zawiera obszerny opis dystrofii miotonicznych, w tym jasne
poréwnanie DM1 i DM2, oraz przedstawia kluczowg rolg biatek MBNL w regulacji
alternatywnego splicingu. Omowienie funkcji MBNL, ich izoform oraz mechanizméw
kompensacyjnych jest dobrze rozwinigte. Opis patomechanizmu DM1 jest poprawny i
faczy defekty molekularne z fenotypem klinicznym. Przeglad aktualnych strategii
terapeutycznych jest szeroki i aktualny, a uzasadnienie ukierunkowania na zwigkszenie
poziomu MBNLI1 jest dobrze osadzone w literaturze. Wprowadzenie RNAa jako
nowego podejscia terapeutycznego jest adekwatne i jasno przedstawione na poziomie
mechanistycznym. Cata sekcja jest napisana w sposob dojrzaty i dobrze uporzadkowany.

Moim zdaniem moglaby ona zosta¢ poszerzona o krotkie omowienie regulacji
transkrypcji, w szczegolnosci sekwencji regulatorowych, co ma znaczenie w kontekscie
badanych procesow. Sa to jednak sugestie rozszerzenia, a nie istotne braki, gdyz
wprowadzenie jest spojne i dobrze opracowane.
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Cze$¢ opisujaca wyniki zostata podzielona na dwie czgsci: prace opublikowane oraz
wyniki niepublikowane, przedstawione w odrebnych rozdziatach. Wktad doktorantki w
publikacje jest jasno okreslony

Artykul #1

Nikola Musiala-Kierklo, Patryk Komieczny, Patrycja Plewka, Adam Jasiok, Ewa
Stepniak-Konieczna. MBNL proteins in health, disease and theraputic applications
[under peer-review]

Przeglad literatury przedstawia kompleksowe omoéwienie rodziny biatek MBNL, w tym
poréwnanie paralogéw oraz ich funkcji. Dyskusja dotyczaca regulacji splicingu
zaleznego od MBNL oraz jego zaburzen w chorobach jest bardzo dobrze przedstawiona,
podobnie jak podsumowanie modeli zwierzecych i fizjologicznej roli tych biatek. Praca
oparta jest na obszernej bibliografii (259 cytowan), a ryciny sa wysokiej jakosci i
skutecznie ilustruja omawiane zagadnienia. Praca to §wiadczy to o bardzo szerokiej

wiedzy kandydatki w zakresie tematyki pracy.

Artykul #2

Nikola Musiala-Kierklo, Patrycja Plewka, Adam Jasiok, Ewa Stgpniak-Konieczna.
Promoter-targeted small RNA duplexes increase MBNLI transcription and mitigate
myotonic dystrophy-associated spliceopathy. Nucleic Acids Research, Volume 53, Issue
15, 28 August 2025, gkaf756, https://doi.org/10.1093/nar/gkaf756

Praca przedstawia wysokiej jako$ci badania nad mozliwo$cig wykorzystaniem RNAa do
zwickszenia ekspresji MBNL. W pracy zaprojektowano saRNA oraz wykonano ich
szczegOtowa analiz¢ funkcjonalng i mechanistyczng. Wykorzystano nowoczesne
metody eksperymentalne, wykazujac aktywacje transkrypcji genu MBNL oraz
identyfikujac zaangazowane w ta regulacj¢ czynniki transkrypcyjne. Badania w sposob
przekonywujacy wskazuja na potencjat terapeutyczny RNAa w kontekscie DM1.

Przeprowadzono réznorodne eksperymenty, obejmujace m.in. metody biochemiczne,
mikroskopig, analiz¢ danych z eksperymentow wysokoprzepustowych oraz RNA-FISH,
co $wiadczy o wysokich kompetencjach doktorantki. Istotng zaleta pracy jest sa
eksperymenty badajagce mechanizmy aktywacji, w szczegolno$ci wykazanie, ze
zwickszona ekspresja MBNL wynika z aktywacji transkrypcji, a nie z niespecyficznych
efektow posrednich

Uwagi i pytania:

Jest to eleganckie 1 dobrze umotywowane mechanistycznie badanie. Niemniej jednak
kilka kwestii wymaga dalszego doprecyzowania lub dyskusji.

1. W odniesieniu do mechanizmu transportu saRNA do jadra, ktory - jak rozumiem
- pozostaje obecnie niewyjasniony, jakie dodatkowe eksperymenty moglyby poglebic¢
zrozumienie tego procesu?

2. Czy doktorantka mogtaby odnies¢ si¢ do pytania, jaki poziom indukcji ekspresji
bytby wystarczajacy do uzyskania trwatego efektu terapeutycznego, jak dtugo utrzymuje
si¢ odpowiedz oraz jak czesto interwencja musiataby by¢ powtarzana?

3. Kwestia ta zostata czgsciowo omowiona, jednak chcialabym prosi¢ o szersza
dyskusje roli chromatyny w aktywacji zaleznej od RNAa. Czy aktywujace RNA promuja
przebudowe nukleosoméw 1 zwigkszenie dostgpnosci promotora, czy tez polimeraza
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RNA 1II jest juz zwigzana z promotorem, a RNAa ulatwia rekrutacj¢ dodatkowych
kofaktorow transkrypcyjnych? Czy aktywacja promotora P2 moze prowadzi¢ roéwniez
do aktywacji promotora P3?

W rozdziale 4 przedstawiono dotychczas niepublikowane wyniki; ponizej krotko je
podsumowuje oraz przedstawiam uwagi i pytania odnoszace si¢ do tej czgsci pracy.

W Rozdziale 4 doktorantka podejmuje prob¢ mapowania miejsca startu transkrypcji
(TSS) genu MBNL1 z wykorzystaniem metody 5’RACE. Cel tych analiz w kontekscie
calej rozprawy moglby zosta¢ wyrazniej sformutowany. Cho¢ mozna domniemywac, ze
zrozumienie aktywnos$ci promotorow genu jest kluczowe dla racjonalnego
projektowania strategii opartych na saRNA, uzasadnienie to powinno zostaé
przedstawione i lepiej wkomponowane w narracj¢ pracy.

4. Jakie dodatkowe, komplementarne metody mozna by zastosowac, aby
uzyska¢ bardziej precyzyjny i ilosciowy obraz wykorzystania miejsc startu transkrypcji
(TSS)?

Screening matych dupleksow RNA zostal przeprowadzony w komodrkach mysich, co
stanowi uzasadniony i powszechnie stosowany punkt wyjscia.

5. W konteks$cie rosngcego nacisku na ograniczenie wykorzystania modeli
zwierzgcych (np. zalecenia FDA), warto byloby rozwazy¢ alternatywne systemy
badawcze. Czy dostgpne s3 modele bardziej zblizone do warunkéw ludzkich, takie jak
organoidy lub komodrki mig$niowe roznicowane z iPSC, ktore mogltyby dostarczyc
bardziej translacyjnych danych?

Badanie roli AGO1 w mechanizmie RNAa jest technicznie wymagajace, szczegolnie ze
wzgledu na jego kluczowe funkcje komorkowe. W zwiazku z tym, w Rozdziale 4 utrata
zywotnosci komorek w wyniku deplecji AGO1 uniemozliwita bardziej szczegdtowa
analiz¢ jego roli w RNAa.

6. Cho¢ zastosowane podejécie jest zrozumiate, jakie alternatywne
strategie moglyby umozliwi¢ bardziej kontrolowane badanie funkcji AGO1?

Uwagi ogolne dotyczace struktury pracy:

Cho¢ podziat na wyniki opublikowane i nieopublikowane jest zrozumiaty z formalnego
punktu widzenia, ogodlna spdjnos¢ rozprawy moglaby zosta¢ poprawiona poprzez
bardziej zintegrowang prezentacj¢ wynikow. Powigzanie danych nieopublikowanych z
opublikowanymi badaniami eksperymentalnymi w glownej czgséci pracy zwigkszyloby
czytelno$¢ oraz lepiej podkreslito ciggtos¢ prowadzonych badan.

Ponadto, biorac pod uwage centralne znaczenie regulacji transkrypcji w tej pracy,
wybrane aspekty moglyby zosta¢ wprowadzone wczesniej, na przyktad juz we Wstepie.

Podsumowanie

Rozprawa zostala dobrze zaprojektowana i rzetelnie wykonana, co zaowocowalo
publikacjami o wysokiej jakosci. W mojej ocenie praca dowodzi, ze Nikola posiada
solidne kompetencje w zakresie biologii molekularnej oraz giebokie zrozumienie
omawianej tematyki. Uwazam ponadto, ze rozprawa w pelni spehia kryteria nadania
stopnia doktora.
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Na zakonczenie stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,,Modulation of endogenous MBNLI
expression via RNA activation (RNAa) as a novel therapeutic approach for myotonic dystrophy
type 1 (DM1)” spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1668, z pozn. zm.; tekst jednolity: Dz.U. z JAGIELLONIAN
2024 r., poz. 1571, z pozn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny UNIWERSITY

Nauki Biologiczne Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o IN KRAKOW

dopuszczenie mgr Nikoli Musiata-Kierklo do dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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