O INSTYTUT BIOLOGII DOSWIADCZALNEJ

/\ im. M. NENCKIEGO

dr hab. Grzegorz M. Wilczynski
nenckiinstitute profesor nadzwyczajny
of experimental biology Kierownik Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systemowe;
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
tel./fax: 5892355, e-mail: gwilcz@nencki.gov.pl

)\J(_/ POLSKA AKADEMIA NAUK

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Piotra Wasgga
pt. ,Identyfikacja wewnatrzintronowej sekwencji SSMAR bydlecego genu TH i wigzacych ja
bialek macierzy jadrowej”

W ostatnich latach obserwujemy rewolucje w globalnym pojmowaniu mechanizméw ekspresji
genow dzieki zastosowaniu zaréwno wysokoprzepustowych technik typu chromosome
conformation capture, jak rowniez postepow w wysokorozdzielczej mikroskopii. Obraz jaki si¢
wylania z tych badan ukazuje jadro jako wysoce ustrukturalizowane i zlozone organellum, w
ktorym ekspresja genéw regulowana jest na licznych poziomach, przez olbrzymiag liczbg
czynnikéw. Uzasadnione jest przypuszczenie, Zze tak zlozona struktura musi posiada¢ elementy
pelniace role rusztowania lub szkieletu. Od ponad 40 lat prowadzone s3 badania
rybonukleoproteinowej sieci, ktora powstaje po ekstrakcji z jadra chromatyny i innych
rozpuszezalnych elementéw, okreélanej mianem macierzy jadrowej. Obserwacje mikroskopowo-
elektronowe tej pozostatosci wykazaly obecnos¢ fibryllo-granularnej substancji wypelniajgcej
wyekstrahowane jadra. Badania skladnikéw tej sieci doprowadzity do odkrycia licznych bialek,
RNA, a takze grupy sekwencji DNA wiazacych si¢ z macierza jadrowa S/MAR, ktore, jak si¢
obecnie uwaza, moga pehnié istotng role w kompartmentalizacji genomu. Pojecie macierzy jadrowej
jest jednak czasem ostro krytykowane, jako prowadzace do powstawania i obserwacji artefaktow,
nie majacych znaczacego zwiazku z fizjologia. W ramach kontrargumentu (moze tylko nieco
przerysowanego), mozna tez powiedzie¢, ze klasyczna mikroskopia elektronowa oparta jest na
niefizjologicznej precypitacji i sieciowaniu ktore, sa powazna ingerencjg w fizjologiczny stan
komorki, co prowadzi do powstania bezuzytecznych artefaktoéw. Latwo widzie¢, ze tak
pryncypialne stawianie niektérych argumentéw prowadzi do absurdu, bowiem nikt chyba nie watpi
w warto$¢ danych uzyskanych przy uzyciu konwencjonalnej mikroskopii elektronowej, cho¢ sg
pewne ograniczenia. Jestem zdania, ze wyniki dotyczace macierzy jadrowej, oparte na

rygorystycznej biochemii, dostarczajg waznych i wiarygodnych danych, ktére powinny wejs¢ w



sktad modelu rusztowania jadrowego, czy tez nukleoszkieletu, jak to ostatnio zaproponowano. W
moim mniemaniu taka role odgrywajg wyniki ocenianej dysertacji. wnoszac znaczng porcje nowej
wiedzy w wyzej wymieniony obszar badawczy.

Wstep do rozprawy jest rozlegly, bardzo szczegélowy i1 dojrzale napisany. Mgr Wasag nie
tylko przedstawit rys historyczny odkrywania macierzy jadrowej ale réwniez opisal procesy w
jakich bialka macierzy mogg bra¢ udzial. Ta cze$¢ wstepu wskazuje na niezwyklg erudycje autora.
W moim mniemaniu jednak niektére wnioski, co do zwigzkow przyczynowych powinny by¢
ostrozniejsze. Pominigte zostaly tez elementy, ktore zalicza sie do nukleoszkieletu, a ktére nie sa
czgscig macierzy jadrowej (definiowanej operacyjnie), jak np. motory molekularne. W dalszych
czedciach wstepu autor z niezwykla drobiazgowoscia przedstawia znane fakty na temat genu
hydroksylazy tyrozyny (TH) i regulacji jego ekspresji, jestem przekonany, ze niektére prace
cytowane w tym fragmencie byly czytane i analizowane przez Autora wielokrotnie.

Materialy 1 metodyka sg opisane bardzo dobrze; szczegélowo, a jednak tak przystepnie, ze
nawet osoba, ktora wigkszos¢ technik stosowanych w niniejszej pracy zna tylko z literatury (jak ja),
moze sobie wyobrazi¢ mechanizm ich dziatania.

Z opisu wynikéw dowiadujemy si¢, ze w ramach swojej pracy doktorskiej mgr Wasag
okreslit dokladnie fragment intronu I genu hydroksylazy tyrozynowej TH, ktéry wigze si¢ z
macierza jadrowa. Stwierdzil ponadto, Ze wyizolowany fragment genu TH ma wyzsze
powinowactwo do macierzy jadrowej w rdzeniu nadnercza, gdzie TH ulega wysokiej ekspresji, niz
w watrobie. Co wigcej, Doktorant postugujac sie¢ trudna technika Southwestern uwidocznit w
rdzeniu nadnerczy grupe 12 bialek macierzy jadrowej o masach w granicach od 20 kDa do 112 kD
wigzacych si¢ specyficznie z opisang powyzej sekwencja intronowa genu TH. W analogicznych
doswiadczeniach z tkanka watroby wykryto 10 bialek, w tym kilka o identycznych masach
czasteczkowych jak w przypadku rdzenia nadnerczy; wystgpowaty jednak roéznice, np. brak biatka o
masie 112 kDa w preparacie macierzy jadrowej wyizolowanej z watroby. Moze to sugerowac
lokalng specyfike macierzy jadrowej rdzenia nadnerczy zwiazang z ekspresja genu TH. Technike
Suthwestern p. Wasag zastosowal takze do dwodch ludzkich linii komoérkowych: SH-SYS5Y
(eksprymujacej TH) oraz Hep-G2 (nie eksprymujgcej TH). W tym przypadku uzyskane wyniki byly
bardzo odmienne od siebie, jak i od wynikow uzyskanych z normalnych tkanek bydlecych. Pan
Wasag stosujagc metode EMSA wykazat ponadto, Ze tak izolowane biatka mogg tworzy¢ kompleksy
z analizowanym fragmentem genu TH i ze prawdopodobnie sa to multimeryczne kompleksy. Nie
mam do tej czesci zastrzezen z wyjatkiem kiepskiej jakosci Ryc. 3. Na stronie 65 znalazlo si¢
zdanie, w ktorym autor méwi o immunotekcji DNA zamiast o hybrydyzacji. Mam tez uwage
jezykowa odnoszaca sie do calej pracy, w ktorej p. Wasag czgsto uzywa stowa ,,ilo$¢” w stosunku

do rzeczy policzalnych, piszac np. o ..ilosci” uzyskanych jader, zamiast o ich liczbie.



Dyskusja jest napisana dojrzale. Zestawia ona uzyskane wyniki z danymi pochodzacymi z
innych laboratoriow i uzyskanymi przy okazji stosowania innych metod. Co wazne, Autor
krytycznie przedstawia wady i zalety stosowanego przez siebie podejscia badawczego. Ciekawy jest
fragment, w ktorym na podstawie mas czasteczkowych zidentyfikowanych bialek Autor proponuje
jakie to moga by¢ bialka. Stad tylko krok do ich identyfikacji metoda super-EMSA. Na koniec mam
pytanie, czy w jakis sposob nie udatoby si¢ wykorzysta¢ w badaniach prowadzonych przez Autora
metody spektrometrii mas, ktora utatwilaby identyfikacj¢ peptydow?

Podsumowujgc, w mojej ocenie praca spelnia wszelkie wymagania stawiane dysertacjom
doktorskim i wnosze o dopuszczenie jej Autora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze
wzgledu na wage uzyskanych wynikéw dla dalszych badan nad nukleoszkieletem proponuje tez

wyrdznienie rozprawy.
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