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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdy Rudzkiej, pt.
»Potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow zwigzana z retencjq transkryptow na terenie jodra
komorkowego”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy stosunkowo nowego obszaru badan
zwigzanego z retencja na terenie jadra komodrkowego dojrzatego mRNA jak 1 pre-mRNA.
Mechanizm ten, polega na opdznieniu eksportu transkryptow z jadra do cytoplazmy i tym samym
opdznieniu, czy raczej korelacji syntezy odpowiednich biatek, dla ktorych transkrypty te stanowia
matryce, z aktualnymi potrzebami metabolicznymi komorki, jej cyklem rozwojowym, czy
odpowiedzig na oddziatywanie czynnikow stresowych. Zjawisko to odkryto zaréwno w komodrkach
ludzkich, zwierzgcych, u drozdzy, jak i w komorkach roslinnych.
Warto podkresli¢, ze prace wykonano, m.in. dzigki finansowaniu z pozyskanych przez Doktorantke
grantow:
e Z Narodowego Centrum Nauki grant Preludium (10 2015/19/N/NZ3/02410), przyznany dla
autora rozprawy;
e 7 Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska (granty badawcze UMK dla mtodych
naukowcoOw oraz uczestnikow studidow doktoranckich), przyznany dla autora rozprawy w
latach 2014, 2015, 2016;
e oraz grantu Sonata 11 2016/21/D/NZ3/00369, w ktorym Doktorantka byta wykonawca

Ocena Formalna Pracy
Przedstawiona do oceny praca liczy 162 strony i ma typowy dla rozprawy doktorskiej uktad
rozdzialow: streszczenie, wstep, cel pracy, material i metody, wyniki wraz z tablicami, tabelami i
schematami, dyskusja, podsumowanie, literatura.
Wstep liczy 35 stron i jest przegladem literatury zwigzanej z zagadnieniami podjgtymi w pracy.
Rozdziat ten jest stosunkowo obszerny, bardzo dobrze napisany od strony merytorycznej, jak i



stylistycznej (czytatam go z przyjemnoscia) 1 pokazuje znajomos¢ literatury przedmiotu Doktorantki.

Zawiera, m.in. omowienie mechanizmow transkrypcji genow, mechanizméw zwigzanych z regulacja

ekspresji genow w komorkach eukariotycznych, w tym omoéwienie dotychczasowego stanu wiedzy

na temat retencji mRNA i pre-mRNA na terenie jgdra — co stanowi glowne zagadnienie

przedstawionej do oceny rozprawy. Wstep zawiera ponadto omowienie procesu transportu MRNA z

jadra do cytoplazmy, mechanizméw regulacji ekspresji gendw na terenie cytoplazmy oraz

charakterystyke obiektu badawczego, czyli mikrosporocytow modrzewia europejskiego. W tej czesci
rozdzialu przedstawiono, m.in. cykl aktywnosci transkrypcyjnej mikrosporocytow, podczas

diplotenu profazy | mejozy, opublikowany wczesniej przez zespot Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015 w

PlosOne. W cyklu tym wyrdzniono 5 etapéw wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej. Stwierdzono, ze

IV etap, trwal najdtuzej i wykorzystano go do badan retencji transkryptow gendéw kodujacych

wybrane biatka, w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Jak wspomnialam, wstep pracy jest bardzo dobrze napisanym rozdziatem i zachg¢calabym
Doktorantk¢ do opublikowania tego materiatu, czy jego fragmentow, w postaci pracy przegladowej,
np. w Postepach Biochemii czy Postepach Biologii Komorki. Praca taka stanowitaby warto§ciowe
kompendium wspotczesnej wiedzy na temat mechanizmow transkrypcji oraz regulacji ekspresji
genow dla studentéw wydziatow przyrodniczych i medycznych, a takze dla pracownikow.

Jako osobny rozdziat wyodrebniono ,,Cel Pracy”. W rozdziale tym przedstawiono hipotezg
badawcza, ktoéra zaklada, ze retencia mRNA na terenie jadra komorkowego stanowi
potranskrypcyjny mechanizm regulacji ekspresji genéw niezbednych w kolejnych etapach rozwoju
komorki roslinnej. Jest to bardzo wazny problem, gdyz retencja mRNA nie zawsze stanowi
mechanizm regulacji ekspresji genow, a czesto jest zwigzana z eliminacja mRNA zawierajacego
bledy.

Powyzsza hipoteze weryfikowano rozwigzujac 4 gtéwne zagadnienia badawcze, ktore obejmowaty:
(1) identyfikacje transkryptow, ktore ulegaja ekspresji w mikrosporocytach podczas cyklu
syntezy, gromadzenia i transportu poli(A) RNA,

(2) okreslenie czasu retencji mRNA w cyklu, oraz zaangazowanie domen jadrowych w ich

retencje,

(3) przesledzenie cyklu eksportu wybranych transkryptow ulegajacych ekspresji w

mikrosporocytach,

(4) weryfikacj¢ w jakiej formie (dojrzalej, czy nie dojrzalej) transkrypty, ulegaja retencji na

terenie jadra komorkowego.

Jako materiat do badan wykorzystano mikrosporocyty modrzewia Larix decidua (Mill.), czyli
komorki macierzyste mikrospor, a konkretnie izolowane, pozbawione $ciany komorkowe;,
protoplasty mikrosporocytow. Niewatpliwie obecnos¢ $ciany komorkowej utrudnia badania komorek
ros$linnych 1 stosunkowo wiele badan przeprowadza si¢ na, tzw. izolowanych protoplastach.
Niemniej, nalezy pami¢taé, ze usuniecie $ciany jest stresem dla komorki i dlatego do otrzymanych
wynikow, z wykorzystaniem izolowanych protoplastéw, nalezy podchodzi¢ z pewna doza
ostroznosci, cho¢ w przypadku obiektow wczesniej utrwalonych, ma to mniejsze znaczenie.

Chcialabym zapyta¢ Doktorantke - jakie wzgledy spowodowaty, ze przeprowadzono badania
na izolowanych protoplastach mikrosporocytéw modrzewia, a nie na komorkach z zachowang $ciang
komoérkows, tym bardziej, ze jak napisata Doktorantka, mikrosporocyty sa otoczone jedynie cienka,
pektynowo-celulozowsg $ciang komorkowa? Badania prowadzono na komorkach nie pokrojonych na
skrawki - dzigki ktorym tworzg si¢ perforacje $ciany umozliwiajace wnikanie do protoplastu
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przeciwcial wykorzystywanych w reakcjach immunocytochemicznych. Niemniej jednak, czy dla
zobrazowania transkryptow 1 bialek, w zastosowanych technikach immunocytochemicznych,
niemozliwe byto jedynie nadtrawienie $cian komoérkowych? Pytam dlatego, ze sama tak robitam,
badajac, m.in. cytoszkielet komorek splatka mchu w ,.catych”, nie pokrojonych na skrawki,
komorkach.

Bez watpienia, jesli chodzi o metodyke pracy na podkreslenie zastuguje rozmaitos¢ technik
badawczych zastosowanych przez Doktorantke. Rozmieszczenie mRNA i pre-mRNA pokazano
stosujac fluorescencyjng hybrydyzacje in situ (FISH), metodg, ktorej ogromng zaletg jest precyzyjne
obrazowanie, w obrebie komoérki i jej kompartymentow, wystepowania i rozmieszczenia, np.
mRNA badanych bialek.

Do badan ilo$ciowych zastosowano pomiar intensywnosci fluorescencji oraz odwrotng transkrypcje i
PCR w czasie rzeczywistym (qPCR). Przeprowadzono takze analizy ilo$ciowe i jakosciowe kwasow
nukleinowych.

Wart podkreslenia jest dobry, szczegdlowy opis stosowanych w pracy technik, co pozwoli na
ewentualne powtorzenie doswiadczen w przysztosci.

Ocena wartosci merytorycznej pracy

Rozdziat ,,Wyniki” obejmuje 46 stron i zawiera dobrze i przejrzyscie przedstawione rezultaty
przeprowadzonych doswiadczen, zilustrowane, m.in. licznymi mikrografiami z mikroskopu
konfokalnego, pokazujacymi dane jakosciowe oraz wykresami ilustrujgcymi dane ilosciowe.

Kolejne podrozdziaty ,,Wynikow” pokazuja etapy logicznego, przemyslanego i konsekwentnie
rozwigzywanego problemu badawczego, zawartego w hipotezie badawczej. W wielu miejscach
znajdujemy tez wyjasnienia, dlaczego podjeto przeprowadzenie danych eksperymentow.

Na poczatku niniejszego rozdzialu pokazano dystrybucje poli(A) RNA w komoérkach
mikrosporocytow modrzewia, W IV, najwyzszym okresie transkrypcyjnym diplotenu profazy I
mejozy (ktory jak wspomniatam ustalono wczesniej i opublikowano w 2015 roku).

Wyniki badan dotyczace rozmieszczenia poli(A) RNA zamieszczone w niniejszej pracy pozwolity
wyrozni¢ 4 stadia W jego rozmieszczeniu, ktore wykorzystano w dalszych badaniach do okreslenia
retencyjnosci transkryptow gendw kodujacych wybrane biatka:
I- gdzie poli(A) RNA wystepowato tylko w jadrze komérkowym,
II-  gdzie nagromadzenie poli(A) RNA wystepowato glownie w jadrze komorkowym, ale
niewielka ilo$¢ pojawiata si¢ w cytoplazmie,
I11-  w ktérym wystgpowalo znaczne obnizenie ilo$ci poli(A) RNA w jadrze komoérkowym, a
wyraznie zwieksza si¢ jego poziom w cytoplazmie oraz
IV-  w ktérym poli(A) RNA wystepowato gtdéwnie w cytoplazmie.
Wiyniki tych badan pokazaly bardzo jasno, Ze nowo zsyntezowane poli(A) RNA nie byto w catosci,
od razu transportowane do cytoplazmy i ulegato retencji na terenie jadra komérkowego az do III
stadium - zarowno na terenie nukleoplazmy, jak i struktur, takich jak ciata Cajala. Transport
wiekszosci poli(A) RNA z jadra do cytoplazmy odbywat si¢ w III stadium, gdyz w IV stadium
poli(A) RNA wystepowato gldwnie w cytoplazmie.
Warto podkresli¢, ze wyniki dotyczace poziomu poli(A) RNA w jadrze i w cytoplazmie,
przedstawione na mikrografiach z mikroskopu konfokalnego, potwierdzono danymi ilo$ciowymi.



W  kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ transkryptomu mikrosporocytow
modrzewia, aby sprawdzi¢ jakie transkrypty sg syntetyzowane w trakcie pojedynczego cyklu
wczesniej wybranego, 1V, etapu aktywnos$ci transkrypcyjnej. Z kolei w celu sprawdzenia, ktore
transkrypty sa potencjalnie funkcjonalne i moga ulega¢ translacji przeprowadzono analize
transkryptomu cytoplazmatycznego.

Sposréd  transkryptow  uzyskanych podczas analizy transkryptomu cytoplazmatycznego
mikrosporocytéw, wybrano 15, ktére reprezentowaly gléwne klasy mRNA pod wzgledem
funkcjonalnym oraz iloSciowym, po analizie wzbogacenia. Nastepnie zaprojektowano sondy i
wykonano reakcj¢ FISH w celu zbadania zmian dystrybucji wybranych transkryptow podczas cyklu.
Wybrano mRNA kodujace:
(1) biatka zwigzane z fotosyntezg i plastydami: bialtko wigzace chlorofil a-b (LHCP) oraz
plastydowa polimeraza RNA (PEP);
(2) biatka zwigzane z transkrypcja i procesami modyfikacji potranskrypcyjnej: podjednostka 10
polimerazy II RNA (RPB10), biatka Sm, biatko wigzace ogon poli(A) 4 (PABP4),
(3) biatka zwigzane z rybosomami, translacja i modyfikacja potranslacyjng biatek:

biatko malej podjednostki rybosomowej S6 (RS6), czynnik inicjacji translacji 5b (elF5b),

czynnik elongacji translacji 1a (EF1a), biatko z domeng DNaJ (DNJ),

(4) biatka zwigzane z mitochondriami i przemianami energetycznymi: podjednostka 7
dehydrogenazy NADH (NAD7), dehydrogenaza bursztynianowa (SDH),

(5) biatka zwigzane z cytoszkieletem: aktyna (ACT), tubulina (TBP)

(6) biatka zewnatrzkomérkowe zwigzane z metabolizmem $ciany komorkowej: perkosydaza 40

(PER40), celulaza (CELL2).

Po dokonaniu wyboru, przeprowadzono analizy mikroskopowe wystepowania transkryptow na
terenie jadra komorkowego i cytoplazmy mikrosporocytow modrzewia - w czterech wczesniej
okreslonych stadiach. Rezultaty tych obszernych badan ilustrujg liczne tablice z mikrografiami z
mikroskopu konfokalnego. Sposob pokazania wynikow jest jednak bardzo czytelny, poniewaz w
danym stadium przedstawiono t¢ samg komorke, w tej samej skali, w 4 odstonach: w | kolumnie
pokazano rozmieszczenie tylko Poli(A) RNA, w I kolumnie - tylko transkryptu danego biatka, np.
mRNA tubuliny, w 111 kolumnie rozmieszczenie zarowno Poli(A) RNA jak i transkryptu badanego
biatka, a w IV kolumnie widzimy zarys jadra komorkowego okreslony na podstawie wyznakowania
chromatyny jadrowej DAPI. Ponadto, zarys jadra komorkowego zaznaczono schematycznie na
mikrografiach w kazdej kolumnie, co bardzo utatwia analiz¢ tablic. Przesledzenie wynikow ulatwia
takze bardzo dobra jako$¢ zdjec.

Chciatabym jednakze zwroci¢ uwagg, ze przy opisie zdje¢, w opisie kolumn, oznaczonych jako 111 w
tablicach, ktore przedstawiajg rozmieszczenie transkryptu danego biatka, zastosowano skrot
odnoszacy si¢ tylko do biatka, np. TBP — oznaczajacy tubuling - co moze sugerowac, ze pokazano
rozmieszczenie bialka, a nie jego MRNA. W opisie tych kolumn powinno by¢, np. mRNA TBP.

Jako biolog komorki, chee takze zwrdocic uwage Doktorantki, ze generalnie na obrazach
mikrosopowych, jaderko - oznaczamy —,Nu” (ang. Nucleolus), a nie ,,J” - jak oznaczono na
tablicach w pracy, szczegolnie, ze ciata Cajala - oznaczono jako CB (ang. Cajal Bodies ), a nie, np.
CC - ciato Cajala - po polsku.

Wyniki obserwacji w mikroskopie konfokalnym pozwolilty podzieli¢ mRNA wybranych
wczesniej biatek na transkrypty dlugoretencyjne, transkrypty krotkoretencyjne oraz transkrypty,
ktore nie ulegaty retencji w jadrze komérkowym i byty od razu transportowane do cytoplazmy.



Do transkryptow dtugoretencyjnych zaliczono dwa: mRNA 10 podjednostki polimerazy IIRNA oraz
mRNA bialek Sm. Zamieszczone mikrografie z mikroskopu konfokalnego obrazujg wyraznie
retencje znacznej ilosci tych dwoch transkryptow, az do III stadium.

Doktorantka napisata, ze maksimum transkryptow pojawito si¢ w cytoplazmie w IV stadium, przy

niewielkim transporcie do cytoplazmy w Il i 111 stadium.

Jednakze analizujac zaprezentowane zdjecia mozemy zauwazy¢, ze znaczna czgs¢ transkryptow

pojawila si¢ w cytoplazmie juz w Il stadium, zaréwno w przypadku RPB10 mRNA jak i mRNA

biatek Sm. P6zniej, w I11 stadium, obserwujemy zdecydowanie mniej transkryptow w cytoplazmie i

ich nagromadzenie w jadrze komorkowym (W tym takze na terenie ciat Cajala), a w IV stadium

wida¢ ponownie nagromadzenie transkryptow w cytoplazmie.

Chcialabym zapyta¢ w tym miejscu - jak wyttumaczy¢ pojawienie si¢ cze$ci transkryptéw tych

dwoch biatek na terenie cytoplazmy w II stadium? Z zaprezentowanych obrazow wynika, ze synteza

MRNA tych biatek trwata najprawdopodobniej do III stadium. Jak Doktorantka sadzi - czy mozna to

wyjasni¢ fluktuacyjnym eksportem tych transkryptow z jadra do cytoplazmy? Czy raczej czes$é

transkryptow zostaje wyeksportowana do cytoplazmy w 11 stadium (czy na przetomie 11 II stadium),

a cz¢$¢ pozostaje w jadrze przez dtuzszy czas do 111 stadium?

Oprocz transkryttow dtugoretencyjnych wyrdzniono grupe transkryptow krotkoretencyjne, ktore
podzielono na:

(A) Transkrytpty nagromadzone w jadrze komorkowym do II stadium i od III stadium wystepujace
w duzej ilosci w cytoplazmie. Do grupy tej wiaczono: mMRNA peroksydazy 40 (PER — 40),
MRNA dehydrogenazy bursztynianowej, mRNA tubuliny (TBA), mRNA biatka wiazacego poli
A(4) (PaBP4), mRNA biatka malej podjednostki rybosomalnej S6 (RS6). Szczegodlnie dobrze
wida¢ t¢ tendencje, retencji mRNA az do Il stadium, w przypadku mRNA tubuliny i mRNA
biatka wigzacego poliA(4).

(B) Transkrypty nagromadzone w jadrze tylko w I stadium, a od II stadium wystepujace w duzej
ilosci w cytoplazmie. Zaliczono do nich: mRNA aktyny (ACT), mRNA czynnika inicjacyjnego
translacji 5b (elF5b) — w tym przypadku tendencja widoczna byta najwyrazniej - oraz mRNA
biatka z domeng DNal (DNJ).

Wyrdzniono takze transkrypty nieretencyjne, czyli takie, w przypadku ktorych nie obserwowano
opdznienia transportu z jadra komorkowego do cytoplazmy. W przypadku tych transkryptow ich
nagromadzenie, zardbwno na terenie jadra komodrkowego jak i cytoplazmy, odnotowywano od |
stadium. Transkryptami nieretencyjnymi okazaty si¢: MRNA plastydowej polimerazy RNA (PEP) —
obecny w jadrze tylko w I stadium pdzniej juz gtdéwnie w cytoplazmie, mRNA celulazy (CELL2 -
ktorego szczegdlne nagromadzenie odnotowano na terenie jaderka), MRNA biatka wigzacego
chlorofil (LHCP), mRNA biatka podjednostki 7 dehydrogenazy (NAD7 - szczegodlnie duzo tego
trasnskryptu odnotowano na terenie jaderka i ciat Cajala), mMRNA czynnika elongacji translacji 1A
(eF1A), ktorego znaczna czg$¢ transkryptu wystepowata rowniez w jaderku i ciatach Cajala.

Jak Doktorantka sadzi, dlaczego niektdre transkrypty sa gromadzone w CB i Nu, a inne nie?

W kolejnym etapie badan sprawdzono czy mRNA ulegajace retencji na terenie jadra
komorkowego, to funkcjonalne mRNA ulegajace translacji. Moim zdaniem, jest to bardzo cenna
czes¢ wynikow, poniewaz retencyjne mRNA, jak zaznaczyta Doktorantka, nie zawsze jest
funkcjonalne, gdyz retencji moga ulega¢ rowniez wadliwe transkrypty, ktore nie przechodza
pozytywnie kontroli jakos$ci i ulegna degradacji.



Do badan tych wybrano mRNA bialek Sm, ktore w poprzednim etapie zaliczono do mRNA
dhugoretencyjnych, czyli pozostajacych w jadrze komorkowym az do III stadium.

W tej czesci wynikéw Doktorantka napisata, m.in.: ,,wzrost ilosci mRNA biatek Sm w cytoplazmie
odnotowano podczas trzeciego etapu, ktory koreluje ze wzrostem ilosci bialeck Sm w tym
kompartmencie komorkowym”. Wprowadzitabym do tego stwierdzenia niewielkg korekte. Moim
zdaniem, analiza iloSciowa mRNA bialek Sm na terenie jadra i cytoplazmy oraz obrazy reakcji
immunocytochemicznych pokazaty, ze wyrazny wzrost ilosci mRNA bialek Sm w cytoplazmie
nastapil nie tyle podczas, ale raczej po III stadium lub na przetomie III i IV stadium, osiaggajac
maksimum w IV stadium. Jednoczesnie reakcja qPCR wykazata, maksymalny poziom ekspresji
mRNA kodujgcego biatka Sm (konkretnie SmG) w IVstadium. W 111 stadium bowiem, jak wynika z
zamieszczonych mikrografii reakcji immunocytochemicznej oraz wykresu badan ilosciowych
(ilosciowy FISH), mRNA biatek Sm byt zlokalizowany jeszcze, przede wszystkim, na terenie jadra
komoérkowego.

Co jednak najwazniejsze, w pelni zgadzam si¢ z gtdwna konkluzja Doktorantki, dotyczaca tej czesci
badan, ze korelacja wzrostu iloSci mRNA biatek Sm w cytoplazmie oraz zsyntezowanych biatek Sm
w cytoplazmie, przemawia za tym, ze mRNA tych biatek, ulegajacy retencji dtugoterminowej, po
eksporcie do cytoplazmy, jest funkcjonalnym mRNA. A wigc, co istotne, retencja tego mRNA nie
jest zwigzana z degradacja nieprawidtowego mRNA, ale najprawdopodobniej z pewnymi wymogami
cyklu rozwojowego mikrosporocytow.

Whiyniki kolejnego etapu badan rozprawy doktorskiej p. mgr Magdy Rudzkiej pokazaty, ze
niektore z dtugoretencyjnych transkryptow - takich biatek jak SmG, D1 i D2 oraz transkrypt jednej z
podjednostek polimerazy Il RNA- RPB10 - ulegaty retencji nie jako dojrzate mRNA, ale jako pre-
MRNA z zachowanymi intronami.

Catos¢ przedstawionych przez Doktorantke wynikéw pokazata, ze zjawisko retencji mRNA 1
pre-mRNA wystepuje w mikrosporocytach modrzewia i stanowi potranskrypcyjny mechanizm
regulacji ekspresji genow, gdyz retencyjne mRNA, po wyeksportowaniu do cytoplazmy funkcjonuje
jako matryca do syntezy odpowiednich bialek. Zatem, otrzymane przez Doktorantk¢ wyniki
potwierdzajg stuszno$¢ postawionej hipotezy badawcze;j.

Dyskusja otrzymanych wynikow jest przeprowadzona prawidtowo, w oparciu 0 najnowsza
literature przedmiotu, z uwzglednieniem osiggnig¢ dotyczacych retencji mRNA odnotowanych w
komorkach ludzkich, zwierzecych, u drozdzy, a takze w komorkach roslinnych, np. u Marsilea
vestita. Sformutowane wnioski sg adekwatne do uzyskanych wynikow i w pelni uzasadnione.
Znaczng czgs¢ wynikow dotyczaca transkryptow dlugo-, krotko- i nieretencyjnych podsumowano
zamieszczajac czytelny schemat (Ryc. 29).

W dalszej cze$ci tego rozdziatu Doktorantka dyskutuje rolg intronéw pre-mRNA, ktory ulega
retencji. Dowiadujemy si¢ m.in., Ze obecno$¢ w transkryptach intronow retencyjnych, tzw. intronéw
,»zatrzymanych” (ID), tak jak to odnotowano w niektorych transkryptach w mikrosporocytach
modrzewia, zapobiega wilasnie ich natychmiastowemu transportowi do cytoplazmy i translacji.
Jednakze w wyniku, np. oddziatywania niektéorych bodzcow, introny te moga przechodzic¢
potranskrypcyjny splicing, a nastepnie, dojrzaly mRNA, jest transportowany do cytoplazmy, gdzie
ulega translacji. Doktoranta dyskutuje takze mozliwe mechanizmy, ktore powoduja, ze mRNA, a
szczegolnie pre-mRNA zawierajacy ID, pozostaje przez pewien czas na terenie jadra komorkowego.
Dowiadujemy si¢ takze, Ze retencja transkryptéw na terenie domen jadrowych takich jak ciata Cajala









