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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malwiny Hyjek
pt. ,,Kanoniczne bialka Sm jako cze$¢ cytoplazmatycznego kompleksu mRNP - nowa
rola korowych bialek spliceosomu u roslin”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa jest wybitng obserwacja nowych struktur
cytoplazmatycznych  zawierajacych rybonukleoproteiny, ktorych rola, wedlug
powszechnej opinii, byla dotychczas wigzana gtownie z ich funkcjg jadrows. Autorka
zaobserwowala wystepowanie cytoplazmatycznych skupisk bogatych zaré6wno w biatka
Sm, jak i poliadenylowany RNA (poli(A) RNA) w mikrosporocytach modrzewia. Co
wiecej mgr Hyjek podjeta sie zbadania funkcji i znaczenia tych struktur dla badanych
komorek. W tym celu zweryfikowata hipotez¢ dotyczaca obecnosci kanonicznych biatek
Sm w cytoplazmatycznym kompleksie mRNP (ang. messenger ribonucleoprotein) i ich
roli w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw u roslin. W szczegdlnosci, Autorka
postanowita zidentyfikowa¢ transkrypty mRNA wchodzace w sktad wyzej
wymienionych kompleksow; ponadto p. Hyjek zbadata korelacje pomiedzy transkrypcija
zachodzaca w komorkach modrzewia, a dynamika tworzenia i zanikania ciat
cytoplazmatycznych zawierajacych biatka Sm oraz poli(A). Co wigcej Autorka podjeta
si¢ funkcjonalnej analizy ciat Sm/poli(A) pod wzgledem regulacji translacji. Powyzsze
badania plasujg si¢ w gldownym nurcie wspotczesnej cytologii i cytogenetyki, ktora
daleko wykracza poza klasyczne odkrycia rutynowej mikroskopii elektronowej. Nowos¢
uzyskanych informacji dowodzi, ze zaréwno natura zagadnienia, jak i zastosowana
strategia badawcza sg jak najbardziej trafne.

Wstep rozprawy jest wyczerpujacy, co stanowi znaczng pomoc dla recenzenta,

dla ktorego badania cytoplazmatycznych kompleksow RNA nie nalezg do obszaru
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gléwnych zainteresowan naukowych. Odnosze jednak wrazenie, ze miejscami wstep
zbyt doglebnie opisuje badane zjawiska, jak na standardy rozprawy doktorskiej.
Niemniej jednak, wsréd opisywanych biatek zabraklo mi wzmianki dotyczacej np.
sktadnikow hnRNP (ang. heterogenous ribonucleoproteins) czy tez biatek kompleksu
exon-junction towarzyszacych transkryptom poprzez calg droge wiodacg z jadra do
cytoplazmy. Wstep jest ilustrowany dwiema rycinami przedstawiajacymi podjete
problemy badawcze w sposob jasny i uproszczony.

Cze$¢ rozprawy dotyczgca stosowanych przez Autorke materialow i metod
opisana jest wzorcowo, z doktadno$cig wystarczajaca do powtdrzenia eksperymentow.
Ustrzegta si¢ ona powszechnych grzechow zarowno niewystarczajacej, jak i nadmiernej
szczegotowosci, dbajac o sedno sprawy. Mam jednak uwage odno$nie zastosowanej
kontroli immunofluorescencji: zalecatbym uzycie przede wszystkim przeciwciata
pochodzacego od zwierzgcia nie immunizowanego (ang. non immune antibody),
poniewaz obecnie produkowane przeciwciala wtorne wykazujg wysoka specyficznosc.
Moim zdaniem wiekszos$¢ reakceji falszywie pozytywnych pochodzi od niespecyficznego
wigzania przeciwciala pierwszorzgdowego, zatem samo jego pomini¢cie moze
prowadzi¢ do blednej interpretacji wynikow.

W rozdziale opisujagcym wyniki szczegdlng przyjemnos¢, jako morfologowi,
sprawily mi przedstawione zdjecia uzyskane przy pomocy mikroskopii Swietlnej
1 elektronowej. Wyniki te pokazuja w sposob nie budzacy watpliwosci kolokalizacje
granul zawierajacych biatka Sm ze strukturami bogatymi w poli(A) RNA. Z réowna
morfologiczng precyzja udowodniono, ze badane struktury to nie snRNP (ang. small
nuclear ribonucleoproteins). Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz analizy
immunofluorescencyjne, wykonano nie tylko na wyizolowanych protoplastach, ale
réwniez w skrawkach potcienkich z materialu zatopionego w zywicy BMM.

Analiza wizualna zostala wsparta poprzez uzycie rozlegtej gamy metod
iloSciowych pozwalajacych zmierzy¢ stopien kolokalizacji (wtyczka JACOP w programie
ImageJ). Ze swojej strony zasugerowatbym uzycie ulepszonej, bardziej stabilnej wersji
programu ImageJ w postaci platformy Fiji. Badania na poziomie mikroskopii $wietlne;j
zostaty uzupetnione o analiz¢ ultrastrukturalng, w tym przy uzyciu techniki immunogold.

Badania morfologiczne wykazaty rowniez znaczng dynamike tworzenia
i zanikania ciat Sm/poli(A) RNA korespondujaca z kolejnymi etapami syntezy i obrobki
poliadenylowanych transkryptéw oraz ogolnej aktywnosci transkrypcyjnej w komorce.

Ogromne wrazenie zrobily na mnie, jako na osobie nie bedacej biochemikiem,



zastosowane techniki pozwalajace stwierdzi¢, ze zawarte w badanych cialach poli(A)

RNA to w istocie mRNA oraz prowadzace do identyfikacji tychze czasteczek mRNA.
Dyskusja jest w rozprawie p. Hyjek rowniez mocnym elementem, dowodzacym

jej erudycji i dojrzato$ci naukowej. Przedstawione perspektywy badawcze sg logiczng

konsekwencja wynikoéw rozprawy doktorskiej i wydajg mi si¢ bardzo ciekawe.

Podsumowujgc, w mojej ocenie praca spetnia wszelkie wymagania stawiane
dysertacjom doktorskim i wnosze o dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ze wzglgdu na wage uzyskanych wynikow, ich nowatorskosc,
doskonato$¢ metodyczng, a takze rozmach i1 wyobrazni¢ Autorki proponuje tez

wyrdznienie rozprawy.
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