
U N I W E R S Y T E T IM. A D A M A M I C K I E W I C Z A W POZNANIU 

Wydzial Biologii 

prof, dr hab. Artur Jarmotowski Poznari, 08. 04. 2018 

Uniwersytet im. Adama iVIickiewicza 

Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii 

Zaktad Ekspresji Genow 

ul. Umultowska 89 

61-614 Poznah 

tel. 61-829-5959; fax 61-829-5949 

e-mail: artjarmo@amu.edu.pl 

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Malwiny Hyjek pt. „Kanononiczne biatka Sm 

jako cz^sc cytoplazmatycznego kompleksu mRNP - nowa rola korowych biatek 

spliceosomu u roslin" 

/. Uwagi ogolne 

Praca doktorska mgr Malwiny Hyjek zostafa wykonana pod kierunkiem dr hab. 

Dariusza Smolihskiego, w ZaWadzie Biologii Komorki Wydzialu Biologii i Ochrony 

Srodowiska Uniwersytetu Mikolaja Kopernika (UMK) w Toruniu. Promotorem 

pomocniczym ocenianej rozprawy jest dr Agnieszka Kotowerzo-Lubnau. Tematyka 

pracy mgr Malwiny Hyjek dotyczy konserwatywnej grupy biatek okreslanych jako 

biatka Sm, opisanych zarowno wsrod grzybow, roslin, jak i zwierzqt. Bialka 

o podobnej budowie dziataj^ rowniez w komorkach bakteryjnych. Biatka Sm to mate 

polipeptydy o masie od 9 do 29 kDa, tworz^ce wi^ksze kompleksy biatkowe 

o charakterystycznej strukturze przypominaj^cej pierscieh. Najlepiej poznanq funkcjq 

biatek Sm jest ich udziat, wraz z kilkoma j^drowymi niskoczqsteczkowymi RNA 

(snRNA), w procesie wycinania intronow z pierwotnych transkryptow genow 

kodujqcych biatka (pre-mRNA). Splicing pre-mRNA, czyli proces usuwania sekwencji 
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niekoduj^cych i t^czenia odcinkow koduj^cych - egzonow w zdatny do translacji 

dojrzaly mRNA zachodzi w j^drze komorkowym, st^d tez gtownie j^drowa lokalizacja 

biatek Sm w komorkach eukariotycznych. Nalezy jednak pami^tac, ze biatka Sm 

transportowane s^ z cytoplazmy, gdzie powstaj^, do j^dra komorkowego, gdzie 

zachodzi splicing, w postaci uformowanych juz cz^stek rybonukleoproteinowych 

zwanych w skrocie snRNP. To wtasnie cytoplazma jest miejscem sktadania 

heptamerycznego pierscienia biatek Sm i tqczenia go z cz^steczkami U1, U2, U4 i 

U5 snRNA. Wykazano, ze przytqczenie biatek Sm do snRNA w cytoplazmie jest 

niezb^dne dia swoistej modyfikacji 5' kohcow tych RNA, polegaj^cej na dot^czeniu 

dwoch dodatkowych grup metylowych do oryginalnej czapeczki, jak^ otrzymujq 

wszystkie transkrypty RNA polimerazy II w trakcie transkrypcji. Taka modyfikacja 

zabezpiecza cz^steczki snRNA przed rozpoznaniem przez rybosom i jedoczesnie 

jest niezb^dna dIa importu gotowych czqstek snRNP z cytoplazmy do jqdra 

komorkowego. Od bodaj dekady pojawia s i^ coraz wi^cej informacji sugeruj^cych 

poza splicingowe funkcje kanonicznych polipeptydow Sm w komorkach 

eukariotycznych. Te bardzo interesujqce obserwacje pochodz^ prawie wyt^cznie z 

doswiadczeh prowadzonych na komorkach zwierz^cych. Badania wykonane 

wczesniej w Zaktadzie Biologii Komorki wykazaty istnienie w cytoplazmie komorek 

rosiinnych skupisk biatek Sm i czasteczek poli(A)RNA. Magister Malwina Hyjek, 

wspierana przez swojego promotora, podj^a s i^ trudnego zadania 

scharakteryzowania tych cytoplazmatycznych skupisk biatek Sm i RNA. Nalezy 

podkreslic, ze brak jest doniesieii literaturowych na temat obecnosci ciat j^drowych 

tego typu w komorkach rosiinnych. Gtownym celem rozprawy byto poznanie, jakie 

cz^steczki RNA s^ cz^sciq obserwowanych struktur, a takze jakie dodatkowe biatka 

mog^ one zawierac. Co wi^cej, Doktorantka postanowita sprawdzic dynamik^ 

pojawiania si^ i zanikania takich zawieraj^cych biatka Sm struktur 

cytoplazmatycznych. Dodatkowo, mgr Malwina Hyjek postawita przed sobq 

najtrudniejsze zadanie polegajqce na stwierdzeniu, czy obserwowane skupiska 
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biatek Sm i mRNA miejscami obrobki RNA, regulacji translacji, czy tez s^ 

zwiazane z degradacj^ gromadzonych w nich czqsteczek RNA. W badaniach 

wykorzystano oryginalny model badawczy, mikrosporocyty modrzewia europejskiego 

w trakcie diplotenu profazy I podziatu mejotycznego, system bardzo dobrze 

„rozpracowany" metodycznie w Zaktadzie Biologii Komorki UMK. Cel ocenianej 

rozprawy byt bardzo ambitny, a uzyskane wyniki s^ w petni oryginalne i ciekawe. 

Spetniony zostat zatem wymog nowatorstwa badah prowadzonych przez mgr 

Malwiny Hyjek. Z punktu widzenia tematyki, wyboru obiektu badah oraz 

postawionego problemu badawczego oceniana rozprawa jest wzorcowa. 

Warto podkreslic, ze w trakcie studiow doktoranckich mgr Malwina Hyjek 

opublikowata trzy prace eksperymentalne i dwie przegl^dowki. Prace 

eksperymentalne ukazaty s i^ w: International Journal of Hyperthermia, Journal of 

Experimental Botany, Plant Cell Reports, a obie przegl^dowki w Post^pach Biologii 

Komorki. W pracy, ktora ukazata s i^ w Journal of Experimental Botany Doktorantka 

jest pierwszym autorem. Wszystkie publikacje zostaty oparte na dodatkowych, nie 

uj^tych w ocenianej rozprawie doktorskiej wynikach naukowych. Przedstawiona do 

oceny rozprawa ma klasyczny uktad, zostata napisana w j^zyku polskim, wtasciwie 

bez bt^dow i laboratoryjnego zargonu. Wst^p i Dyskusja ocenianej pracy doktorskiej 

zostaty opracowane przez mgr Malwiny Hyjek na podstawie licznych pozycji 

literaturowych. 

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Malwiny Hyjek w petni spetnia warunki 

formalne stawiane rozprawom doktorskim, zarowno pod wzgl^dem formy, jak 

i oryginalnosci tematu oraz poziomu naukowego uzyskanych wynikow. 

//. Ocena merytoryczna 

Magister Malwina Hyjek, wykorzystuj^c metody immunofluorescencyjne 1 

fluorescencyjn^ hybrydyzacj^ in situ (FISH), wykazata, ze podczas diplotenu profazy 
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w mikrosporocytach modrzewia w cytoplazmie akumuluj^ s i^ w okreslonych 

miejscach biatka Sm oraz poli(A) RNA. Okreslono wielkosc obserwowanych kulistych 

struktur o wielkosci od 0,5 do 1 ^m. W badaniach wykorzystano trzy rozne 

przeciwciata rozpoznaj^ce biatka Sm; wszystkie testowane przeciwciata 

jednoznacznie wskazywaty na istnienie struktur cytoplazmatycznych zwieraj^cych 

poli(A)RNA i biatka Sm. Struktury te wykryto takze w potcienkich skrawkach z 

pylnikow modrzewia. Dodatkowo, wykorzystano mikroskopi^ elektronow^ oraz 

przeciwciata znakowane cz^stkami ztota do potwierdzenia obecnosci opisanych 

przez Doktorantka ciat na poziomie ultrastrukturalnym. Strukturom tym nadano 

nazw^ ciat Sm/poli(A). Poniewaz ciata te mogtyby bye miejscami tworzenia 

kompleksow snRNA, wykonano doswiadczenie, ktore wykazac miato, czy w 

badanych strukturach znajdujq s i^ cz^steczki snRNA. W zadnym analizowanym 

przypadku, nie zaobserwowano obecnosci snRNA w ciatach Sm/poli(A). Doktorantka 

nie zaobserwowata takze naktadania s i^ sygnatow pochodz^cych od przeciwciat 

rozpoznaj^cych charakterystyczn^ dIa spliceosomowych snRNA czapeczk^ 3mG, 

a takze nie stwierdzita obecnosci w badanych strukturach biatka U2B", waznego 

sktadnika snRNP U2. Eksperymenty te pokazaty, ze ciata Sm/poli(A) nie s^ tozsame 

z opisanymi wczesniej przez zespot prof. Dariusza Smolihskiego ciatami CsBs. 

Analizuj^c wyniki tych doswiadczeh, nasun^to mi s i^ pytanie, diaczego na 

wykonanych zdj^ciach nie widzimy ciat CsBs? Przeciez zastosowano przeciwciata 

rozpoznaj^ce biatka Sm i sondy hybrydyzujqce do czqsteczek snRNA. W trakcie 

obrony prositbym o wyjasnienie tej niejasnosci. Magister Malwina Hyjek wykonata 

rowniez interesuj^c^ analiz^ dynamiki pojawiania s i^ badanych ciat 

cytoplazmatycznych podczas pojedynczego cyklu syntezy RNA w mikrosporocycie. 

Wykazano, ze ciata Sm/poli(A) widoczne sq w stadiach od III do VII. 

Zaobsenwowano, ze w stadiach, w ktorych identyfikowano duz^ liczb^ ciat Sm/poli(A) 

aktywnosc transkrypcyjna byta mniejsza niz w stadiach, w ktorych ciat takich nie byto. 

Zaproponowano, ze badane struktury wyst^pujq w okresach o obnizonej aktywnosci 
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transkrypcyjnej. Oprocz znakomitych analiz mikroskopowych mgr Malwina Hyjek 

zamiescila w swojej rozprawie wyniki sekwencjonowania czasteczek RNA po 

wytr^ceniu kompleksow Sm/RNA z frakcji cytoplazmatycznej komorek pylnikow 

modrzewia. Z uwagi na nietypowy materiat, Doktorantka zmuszona byta 

samodzielnie opracowac metody frakcjonowania komorek oraz okreslic warunki 

samej immunoprecypitacji. Wykonano bardzo dobre doswiadczenia kontrolne. 

Wybrano najlepsze do immunoprecypitacji przeciwciato. Sprawdzono jego 

skutecznosc poprzez badanie poziomu biatek Sm i snRNA U1. Ciekawe, ze w puli 

wytr^conych biatek Sm nie byto SmG. Czy wynikato to tyiko z problemow 

technicznych, czy tez w ciatach Sm/poli(A) nie ma tego polipeptydu? Szkoda, ze nie 

wykonano rownolegle podobnej reakcji immunoprecypitacji kompleksow snRNP z 

frakcji j^drowej. Porownanie wynikow pochodz^cych z frakcji j^drowej i 

cytoplazmatycznej pomogtoby stwierdzic, czy ciata Sm/poli(A) zawieraj^ wszystkie 

kanoniczne biatka Sm. Magister Malwina Hyjek wyizolowata nast^pnie RNA z 

cytoplazmatycznych kompleksow Sm/RNA, przygotowata odpowiednie biblioteki i 

zsekwencjonowata, wykorzystuj^c sekwenator MiSeq firmy lllumina. 

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna uzyskanych danych wykazata obecnosc 

sekwencji czasteczek mRNA. Przypisano im gtownie rol^ w odpowiedzi rosliny na 

roznorodne bodzce, produkty przez nie kodowane powi^zane byty takze z translacji 

oraz fotosyntez^. Klasyfikacja tych mRNA pod k^tem lokalizacji w komorce wykazata 

wzbogacenie w mRNA biatek btonowych, plastydowych, mitochondrialnych 

i rybosomowych. Jesli podzielono analizowane mRNA ze wzgl^du na funkcje 

kodowanych przez nie biatek, zaobserwowano mRNA dIa biatek wi^z^cych jony, 

nukleotydy i nukleozydy, a takze kwasy nukleinowe. DIa kilku z tych mRNA 

przygotowano sondy, ktore wykorzystano dIa potwierdzenia ich obecnosci w ciatach 

Sm/poli(A). Potwierdzono, ze testowane mRNA gromadz^ s i^ w badanych 

strukturach. Wybrano takze dwanascie mRNA, ktorych nie obserwowano wsrod 

czasteczek oddziatujqcych z biatkami Sm w cytoplazmie. Co ciekawe, jedenascie z 
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nich rowniez znaleziono w badanych strukturach cytoplazmatycznych. IVIoim zdaniem 

moze to wynikac z dose ptytkiego sekwencjonowania bibliotek przy uzyciu 

sekwenatora MiSeq. Moze lepiej bytoby sekwencjonowac uzyskane biblioteki gt^biej, 

stosujqc inny aparat firmy lllumina? Magister Malwina Hyjek podj^a rowniez prob^ 

identyfikacji biatek wyst^puj^cych w ciatach Sm/poli(A) poza polipeptydami Sm. 

Wykonana immunoprecypitacja biatek Sm z frakcji cytoplazmatycznej komorek 

pylnikow i analiza wytrqconych kompleksow metody spektrometrii mas wykazata 

obecnosc 118 biatek, w tym oczywiscie biatka Sm, chociaz nie wszystkie. Znaczn^ 

cz^sc cytoplazmatycznego interaktomu biatek Sm stanowity biatka zwiqzane z 

rybosomami i translacji, syntetazy tRNA, oraz biatka powi^zane z plastydami i 

fotosyntezi, a takze mitochondriami. Zidentyfikowano takze biatka wi^z^ce RNA. Co 

ciekawe, wsrod biatek tworz^cych kompleksy z cytoplazmatycznq pul^ polipeptydow 

Sm byty takze markery ciat P i granul stresowych. Sugeruje to mozliw^ komunikacj^ 

pomi^dzy opisywanymi przez Doktorantka ciatami Sm/poli(A) i innymi strukturami 

cytoplazmatycznymi. Jednoczesnie wykluczono, ze ciata Sm/poli(A) zawieraj^ biatka 

zwiazane z degradacji RNA i regulacjq translacji. Podczas trwania diplotenu profazy 

I w mikrosporocytach dochodzi do 5 cykli syntezy i obrobki poli(A)RNA. Dynamika 

tworzenia s i^ i zanikania ciat Sm/poli(A) w cytoplazmie jest podobny dIa pierwszych 

czterech cykli. Magister Malwina Hyjek odkryta jednak, ze w ostatnim pi^tym cyklu 

aktywnosci transkrypcyjnej, a doktadniej w jego stadium VII, dochodzi do utworzenia 

duzych cytoplazmatycznych struktur zawieraj^cych biatka Sm, ale bez mRNA. 

Doktorantka wykazata, ze w stadium tym dochodzi do akumulacji 

w cytoplazmatycznych ciatach zawierajqcych polipeptydy Sm rybosomow. Z czystej 

ciekawosci chciatbym zapytac, czy podczas cykli aktywnosci transkrypcyjnej 

w mikrosporocytow dochodzi do syntezy zupetnie roznych mRNA, czy ich pula 

w poszczegolnych cyklach jest podobna? 
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Przedstawione w rozprawie mgr Malwiny Hyjek wyniki stanowi^ pierwsz^ 

analiz^ cytoplazmatycznych kompleksow Sm/mRNA u roslin. Na podstawie 

uzyskanych danych Doktorantka zasugerowata, ze gromadzenie s i^ mRNA 

w cytoplazmatycznych ciatach zawieraj^cych biatka Sm stanowi jeden 

z mechanizmow czasowej retencji specyficznych transkryptow w komorkach 

o cyklicznej, pulsacyjnej aktywnosci transkrypcyjnej. Poziom naukowy rozprawy jest 

bardzo wysoki. Uzyskane dane s^ poprawnie zinterpretowane i skonfrontowane 

z danymi literaturowymi. 

///. Wnioski kohcowe 

Rozprawy doktorsk^ mgr Malwiny Hyjek oceniam bardzo wysoko. Autorka 

przedstawita w niej oryginalne i interesuj^ce wyniki naukowe. Oceniana praca 

spetnia z nawi^zk^ wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. DIatego 

zwracam si^ do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu 

o dopuszczenie mgr Malwiny Hyjek do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Jednoczesnie, z uwagi na wyj^tkowo wysoki poziom zaprezentowanych w rozprawie 

wynikow oraz oryginalnosc podj^tego tematu badawczego wnosz^ o wyroznienie 

rozprawy doktorskiej mgr Malwiny Hyjek. 

prof, dr 
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