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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Agaty Jolanty Barszcz
pt. ,,Rola biatek RBMXL3 oraz DDX53 w regulacji metabolizmu RNA w komdorkach linii plciowej cziowieka”
wykonanej w Instytucie Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

pod kierunkiem dr hab. n. med. Natalii Rozwadowskiej, prof. IGC PAN

1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Jolanty Barszcz pt. ,, Rola biatek RBMXL3 oraz DDX53 w
regulacji metabolizmu RNA w komorkach linii plciowej czlowieka” zostala przygotowana w Instytucie Genetyki
Czlowieka Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem dr hab. n. med. Natalii Rozwadowskiej, prof. IGC PAN.
Rozprawa ma formg¢ spdjnego tematycznie cyklu trzech prac naukowych, obejmujacego jedng prace przegladowa
oraz dwie prace oryginalne. Pierwsza z prac, ,,In vitro models for human germ cells and spermatogenesis research:
concepts and perspectives ", stanowi przeglad aktualnie dostepnych modeli wykorzystywanych w badaniach ludzkich
komorek piciowych i spermatogenezy. Druga praca, ,, Multi-omic screening identifies RBMXL3 as a primate-specific
RNA-binding protein and candidate regulator of RNA metabolism in human spermatogenesis”’, zostala przyjeta do
druku w czasopismie Cellular & Molecular Biology Letters. Trzecia, ,, The RNA helicase DDX53 (CAGE) contributes
to RNA metabolism in a human germ cell model”, zostata udostgpniona jako preprint i w chwili przygotowania
rozprawy znajdowata si¢ w trakcie recenz;ji.

Rozprawa obejmuje obszerny wstep teoretyczny, sformutowanie hipotezy i celow pracy, omowienie publikacji
wchodzacych w sktad cyklu, wnioski, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, bibliografi¢ oraz o§wiadczenia
wspotautorow.

Wstep rozprawy stanowi bardzo dobre wprowadzenie do zagadnien bedacych przedmiotem pracy. Doktorantka
przedstawia kolejne etapy rozwoju meskich komorek piciowych i spermatogenezy, a nastepnie koncentruje si¢ na
mechanizmach metabolizmu RNA, w szczegdlnosci alternatywnym splicingu, regulacji stabilno$ci RNA,
kompleksach mRNP oraz funkcjach bialek wigzacych RNA. Istotng cze$¢ wstepu stanowi takze przedstawienie
biologii RBMXL3 i DDXS53 oraz przestanek wskazujacych na mozliwo$¢ ich udzialu w regulacji procesow
zachodzgcych w meskich komorkach ptciowych. Uwazam, ze czg$¢ literaturowa zostala przygotowana bardzo
starannie. Jest logicznie skonstruowana, dobrze udokumentowana literaturowo i w odpowiedni sposob prowadzi
czytelnika od biologii spermatogenezy do problemu badawczego bedgcego przedmiotem rozprawy.

2. Przedmiot i cele rozprawy oraz zastosowana metodyka badawcza

Przedmiotem rozprawy jest poznanie funkcji dwoch stosunkowo stabo scharakteryzowanych bialek zwigzanych z
metabolizmem RNA — RBMXL3 oraz DDX53 — w kontekscie biologii meskich komorek ptciowych cztowieka.
Podjecie tej tematyki uwazam za w pelni uzasadnione. Spermatogeneza jest procesem wymagajacym wyjatkowo
precyzyjnej regulacji ekspresji genow, w ktorej szczegdlnie istotng rolg odgrywaja mechanizmy potranskrypcyjne.
Jednoczesnie wiele biatlek wigzacych RNA uczestniczacych w tych procesach pozostaje stabo poznanych,
szczegoblnie w odniesieniu do biologii cztowieka.



Przestanka do podjg¢cia badan nad RBMXL3 oraz DDX53 byly migdzy innymi wyniki wczesniejszych analiz
genetycznych wskazujace te geny jako potencjalnie zwigzane ze spermatogeneza cztowieka oraz ich
charakterystyczny profil ekspresji w meskiej gonadzie. Doktorantka postawita hipoteze, ze RBMXL3 oraz DDX53
uczestniczg w regulacji proceséOw zachodzacych w meskich komorkach ptciowych cztowieka. Gtownym celem pracy
byta identyfikacja sieci powiazan oraz molekularnych interaktorow obu biatek w kontekscie rozwoju meskich
komorek ptciowych i spermatogenezy.

Do realizacji tego celu wykorzystano lini¢ komérkowa TCam-2, wywodzaca si¢ z ludzkiego nasieniaka i wykazujaca
szereg cech molekularnych zblizonych do pierwotnych ludzkich komorek pitciowych. Przygotowano modele
komoérkowe z nadekspresja znakowanych epitopem FLAG bialek RBMXL3 i DDX53, a nastepnie zastosowano
szeroki zestaw nowoczesnych metod biologii molekularnej, transkryptomiki i proteomiki.

W badaniach wykorzystano mig¢dzy innymi RT-qPCR, Western blot, immunofluorescencj¢ i mikroskopig
konfokalng, frakcjonowanie komoérkowe, immunohistochemi¢, RNA-seq, eCLIP-seq, ChlIP-seq oraz
koimmunoprecypitacj¢ sprzezong ze spektrometria mas. Dodatkowo w przypadku RBMXL3 przeprowadzono
funkcjonalny test retrotranspozycji elementow LINE-1.

Dobor metod uwazam za bardzo dobry. Szczegdlnie wartosciowe jest zastosowanie podejscia wielkoskalowego,
umozliwiajagcego analiz¢ badanych biatek na kilku poziomach organizacji molekularnej — od lokalizacji
subkomarkowej, poprzez interakcje RNA-biatko i biatko—biatko, az do zmian transkryptomicznych i alternatywnego
splicingu. Takie podejscie pozwolito Doktorantce uzyskac szeroki obraz potencjalnych funkcji obu biatek.

3. Najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy
Rozprawa przedstawia wyniki rozbudowanych 1 w wigkszosci dobrze zaplanowanych badan. Do najwazniejszych
osiaggnie¢ pracy zaliczam:

1. Scharakteryzowanie lokalizacji komdrkowej RBMXL3 i DDX53 oraz potwierdzenie ekspresji obu biatek
w ludzkiej meskiej gonadzie. RBMXL3 wykazywato przede wszystkim lokalizacje jadrowa i wzbogacenie
we frakcji chromatynowej, podczas gdy DDX53 lokalizowato si¢ gldownie w cytoplazmie, przy czesciowej
obecno$ci w jadrze.

2. Wykazanie wplywu RBMXL3 na ekspresje i alternatywny splicing wybranych genéw, w tym FOS,
YY1, GJA1 i HNRNPHI1, zwigzanych migdzy innymi z proliferacja, funkcjonowaniem spermatogoniéw
oraz komunikacjg migdzy komorkami somatycznymi i germinalnymi.

3. Zidentyfikowanie szerokiego repertuaru RNA wigzanych przez RBMXL3, obejmujacego miedzy
innymi transkrypty gendw zwigzanych z utrzymaniem integralnos$ci genomu, regulacja chromatyny oraz
procesami istotnymi dla prawidlowego przebiegu spermatogenezy.

4. Identyfikacje potencjalnych interaktoréw bialkowych RBMXL3, w tym biatek zwigzanych z
metabolizmem RNA i alternatywnym splicingiem.

5. Wykazanie zdolnosci RBMXL3 do silnego ograniczania retrotranspozycji elementow LINE-1. Wynik
ten uwazam za jeden z najbardziej interesujacych funkcjonalnie rezultatdw calej rozprawy, poniewaz
wskazuje na potencjalny zwigzek RBMXL3 z ochrong integralnosci genomu komorek linii ptciowe;.

6. Wykazanie wplywu DDXS53 na ekspresje oraz alternatywny splicing genéow, w tym MZT1, TFAM,
SRSF1 i SEPTIN7, zwigzanych z funkcjg centrosomu, mitochondridow, regulacja splicingu oraz
dojrzewaniem komorek piciowych.

7. Zidentyfikowanie szerokiej puli RNA wiazanych przez DDXS53 oraz sieci jego potencjalnych
interaktorow biatkowych, obejmujacych migdzy innymi biatka zwigzane z metabolizmem RNA i eksportem
mRNA.

8. Zaobserwowanie struktur cytoplazmatycznych wzbogaconych w DDXS53, przypominajacych granule
germinalne, co stanowi interesujaca przestanke wskazujaca na potencjalng rolg tego biatka w organizacji
wyspecjalizowanych komplekséw zwigzanych z metabolizmem RNA.

Uzyskane wyniki tworza spdjny obraz obu biatek jako potencjalnych regulatorow metabolizmu RNA w komorkach
meskiej linii plciowej, przy czym wskazujg rowniez na wyrazne roéznice w ich lokalizacji oraz prawdopodobnych
mechanizmach dziatania.

4. Znaczenie uzyskanych wynikow

Za szczeg0lnie istotny aspekt rozprawy uwazam podjecie badan nad biatkami, ktorych funkcja w konteks$cie rozwoju
meskich komorek ptciowych cztowieka byta dotychezas bardzo stabo poznana.

Badania spermatogenezy cztowieka sg trudne zaréwno ze wzgledu na ograniczona dostepnos¢ materiatu
biologicznego, jak i brak modeli eksperymentalnych umozliwiajacych pelne odtworzenie tego procesu in vitro.



Dodatkowym problemem jest ograniczona mozliwo$¢ bezposredniego przenoszenia obserwacji uzyskanych w
modelach zwierzgcych na biologie czlowieka. Z tego wzgledu badania identyfikujace potencjalne, specyficzne dla
cztowieka lub naczelnych regulatory procesow zachodzacych w komorkach germinalnych maja duza warto$¢
poznawcza. Szczegolnie interesujace sa wyniki dotyczace RBMXL3, biatka specyficznego dla naczelnych.
Potaczenie danych transkryptomicznych, analiz interakcji RNA—biatko i biatko—biatko oraz funkcjonalnego testu
retrotranspozycji LINE-1 pozwolito wskaza¢ potencjalne mechanizmy jego dziatania. Wyniki dotyczace DDX53
rowniez wskazujg na udziat tego biatka w regulacji metabolizmu RNA i sugerujg interesujacy kierunek dalszych
badan zwiazany z jego potencjalnym udzialem w strukturach przypominajacych granule germinalne.

Uzyskane wyniki nie tylko poszerzaja wiedzg dotyczaca molekularnej regulacji rozwoju meskich komorek
ptciowych, ale moga réwniez stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan nad molekularnymi podstawami
nieplodnosci meskiej.

5. Komentarze i pytania

1. Model TCam-2 i mozliwos¢ odnoszenia wynikow do spermatogenezy czlowieka

Podstawowym modelem wykorzystanym w obu pracach eksperymentalnych jest linia TCam-2. Jest ona niewatpliwie
bardzo uzytecznym i dobrze scharakteryzowanym modelem ludzkich komoérek germinalnych, jednak wywodzi si¢ z
nasieniaka i odzwierciedla przede wszystkim wybrane cechy wezesnych komorek linii piciowe;.

W zwiazku z tym chcialabym zapyta¢ Doktorantke, ktére z przedstawionych w rozprawie wnioskow uwaza za
mozliwe do bezposredniego odniesienia do fizjologicznej spermatogenezy cztowieka, a ktore powinny by¢ na
obecnym etapie ograniczone do modelu TCam-2? Jaki model eksperymentalny Doktorantka wybrataby jako kolejny
do funkcjonalnej walidacji uzyskanych wynikow?

2. Nadekspresja RBMXL3 i DDX53 jako podstawowy model eksperymentalny

Znaczna czg$¢ wnioskow dotyczacych funkcji RBMXL3 oraz DDXS53 zostata oparta na modelach nadekspresji. Jest
to uzasadnione podejscie do pierwszej charakterystyki stabo poznanych biatek, jednak nadekspresja moze prowadzi¢
zaréwno do niefizjologicznych interakcji, jak i zmian wtornych wynikajacych z wysokiego poziomu badanego
biatka.

Czy Doktorantka podejmowatla proby obnizenia ekspresji RBMXL3 lub DDX53, np. z wykorzystaniem siRNA,
SshRNA lub metod edycji genomu? Czy uzyskane wyniki pozwalajg przewidzie¢, jaki fenotyp powinien wystapi¢ po
utracie funkcji kazdego z tych biatek?

3. Bezposrednie i posrednie efekty dziatania RBMXL3 i DDX53

Analizy RNA-seq wykazaty zmiany ekspresji i alternatywnego splicingu licznych gendw, natomiast eCLIP
umozliwit identyfikacje transkryptéw bezposrednio wigzanych przez badane biatka.

Czy potaczenie obu zestawow danych pozwolito Doktorantce wskaza¢ grupe transkryptoéw, dla ktérych istniejg
najsilniejsze dowody na bezposrednig regulacje przez RBMXL3 lub DDX53? Innymi stowy — ktore z
obserwowanych zmian Doktorantka uwaza za najbardziej prawdopodobne bezposrednie efekty dziatania badanych
biatek?

4. RBMXL3 wykazuje wyrazng lokalizacje jgdrowq i wzbogacenie we frakcji chromatynowej

W analizie Co-IP-MS zidentyfikowano jednak 16 potencjalnych interaktoréw biatkowych.

a) Czy wiadomo, jaka cze$¢ tych biatek rowniez lokalizuje sie¢ w jadrze komorkowym? Na ile zgodno$¢ lokalizacji
subkomodrkowej byta brana pod uwage przy ocenie biologicznego znaczenia interakcji zidentyfikowanych metoda
Co-IP-MS?

b) Dla EIF4A3 i DDX39B wykazano miejscowa kolokalizacj¢ z RBMXL3 metoda immunofluorescencji. Czy
kolokalizacja ta wystepuje w okreslonych strukturach lub domenach jadrowych i czy jej charakter moze wskazywac,
w jakich kompleksach zwigzanych z metabolizmem RNA dziata RBMXL3?”

c) Jak Doktorantka interpretuje wyrazne wzbogacenie RBMXL3 we frakcji chromatynowej przy jednoczesnym
braku powtarzalnych sygnalow w ChIP-seq? Czy moze to wskazywaé, ze RBMXL3 jest zwigzane z chromatyng
posrednio, np. poprzez RNA Iub kompleksy biatkowe, a nie poprzez bezposrednie oddziatywanie z DNA?”

5. RBMXL3 i retrotranspozycja LINE-1
Wykazanie silnego hamowania retrotranspozycji LINE-1 przez RBMXL3 jest jednym z najbardziej interesujgcych
wynikow pracy. Jednoczes$nie mechanizm tego zjawiska pozostaje niejasny.



Jakiego mechanizmu dziatania RBMXL3 spodziewa si¢ Doktorantka? Czy efekt ten moze wynika¢ z bezposredniego
wigzania RNA LINE-1, wplywu na jego stabilno$¢ lub translacje, czy raczej z rekrutacji innych czynnikéw
regulujacych aktywnos¢ retrotranspozondéw? Jakie do§wiadczenie pozwolitoby najlepiej rozr6ézni¢ te mozliwosci?

6. DDX53 i struktury przypominajgce granule germinalne

Bardzo interesujaca obserwacja jest obecno$§¢ DDX53 w strukturach cytoplazmatycznych przypominajacych granule
germinalne. Na obecnym etapie okreslenie tych struktur jako granuli germinalnych pozostaje jednak ostrozng
interpretacjg morfologiczng.

Jakie markery Doktorantka wykorzystataby do jednoznacznego okreslenia charakteru tych struktur? Czy moglyby to
by¢ rowniez inne kondensaty RNP, np. P-bodies lub granule stresowe? Jakie doswiadczenia pozwolityby ewentualnie
rozstrzygna¢ te kwestie?

7. Funkcjonalne znaczenie zidentyfikowanych sieci molekularnych

Praca dostarcza bardzo duzej liczby danych dotyczacych potencjalnych interaktorow RNA 1 biatkowych RBMXL3
oraz DDX53. Jest to niewatpliwa warto$¢ rozprawy, ale jednoczesnie rodzi pytanie o hierarchi¢ biologicznego
znaczenia tych interakcji.

Gdyby Doktorantka miata wybra¢ jeden mechanizm molekularny dla RBMXL3 i jeden dla DDX53 do dalszych
badan funkcjonalnych, ktére z nich uznataby za najbardziej obiecujace i dlaczego?

8. Znaczenie uzyskanych wynikow

Punktem wyjscia do badan nad RBMXL3 i DDX53 byly miedzy innymi wyniki analiz genetycznych prowadzonych
u mgzczyzn z zaburzeniami plodnosci.

Czy na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka uwaza, ze RBMXL3 lub DDX53 moga w przysztosci mieé¢
znaczenie diagnostyczne w nieptodnosci meskiej? Jakich danych brakuje obecnie, aby przejs¢ od obserwacji
molekularnych przedstawionych w rozprawie do wykazania zwigzku przyczynowego mi¢dzy zaburzeniem funkcji
tych biatek a nieptodnoscia?

6. Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Jolanty Barszcz dotyczy waznego i aktualnego problemu
badawczego, jakim jest molekularna regulacja rozwoju meskich komorek ptciowych cztowieka.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje kompleksowos¢ zastosowanego podejscia eksperymentalnego. Doktorantka
wykorzystata nowoczesne metody biologii molekularnej, transkryptomiki i proteomiki, dzigki czemu mozliwa byta
wielopoziomowa charakterystyka dwoch stabo dotychczas poznanych biatek — RBMXL3 oraz DDX53.

Za najwazniejszy rezultat rozprawy uwazam wykazanie, ze oba biatka sg zwigzane z regulacjg metabolizmu RNA w
ludzkim modelu komorek germinalnych oraz identyfikacje ich potencjalnych celow RNA i interaktorow biatkowych.
Szczegolnie interesujace sa wyniki wskazujgce na udziat RBMXL3 w ograniczaniu retrotranspozycji LINE-1 oraz
obserwacja struktur zawierajgcych DDX53, ktore mogg by¢ zwigzane z organizacjg metabolizmu RNA w komérkach
germinalnych.

Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, ze zastosowany model TCam-2 oraz oparcie znacznej czgsci analiz na nadekspresji
badanych biatek ograniczaja mozliwo$¢ bezposredniego przenoszenia uzyskanych wynikéw na fizjologiczna
spermatogeneze cztowieka. Nie traktuje tego jednak jako istotnej stabosci rozprawy, lecz jako naturalne ograniczenie
pionierskich badan nad stabo scharakteryzowanymi biatkami i jednocze$nie bardzo dobry punkt wyjscia do dalszej
walidacji funkcjonalnej w bardziej zaawansowanych modelach.

Calosciowo oceniam rozprawe bardzo pozytywnie. Doktorantka wykazata umiejetnos¢ formutowania probleméow
badawczych, stosowania zaawansowanych metod eksperymentalnych, analizy duzych zbioréw danych oraz
krytycznej interpretacji uzyskanych wynikow, a takze pracy w duzym zespole badawczym. Przedstawione badania
stanowig oryginalny wktad w poznanie mechanizmoéw regulacji metabolizmu RNA w ludzkich komérkach linii
plciowe;.

7. Wniosek koncowy

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Jolanty Barszcz pt. ,, Rola biatek RBMXL3
oraz DDX53 w regulacji metabolizmu RNA w komorkach linii ptciowej cztowieka” stanowi oryginalne rozwigzanie
istotnego problemu naukowego, potwierdza szeroka wiedze teoretyczng Doktorantki oraz jej umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, spetnia tym samym wszystkie warunki stawiane kandydatom w
Ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz.85 z pdzniejszymi zmianami).



Zwracam zatem si¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Agaty
Jolanty Barszcz do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczes$nie, majac na uwadze walory merytoryczne recenzowanej rozprawy oraz jako$¢ prac stanowiacych jej
trzon, wnosz¢ do Rady Naukowej o jej wyroznienie.
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